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RIASSUNTO 
 
Questo lavoro di tesi si inserisce in una linea di ricerca che studia la dinamica 
a singola molecola di recettori neurotrofinici nella membrana di cellule vive, e 
si propone di correlarla alla loro attività funzionale e alla cascata del segnale 
da essi derivata. Il lavoro prende spunto dai precedenti studi sul recettore ad 
attività tirosin-chinasica TrkA, a cui è stata geneticamente fusa la sequenza 
dell’Acyl carrier protein (ACP), a cui si possono coniugare covalentemente 
fluorofori o altre molecole derivate con il coenzima A (CoA).  
In questo lavoro di tesi tale metodo di analisi è stato migliorato ed 
implementato ai (co)recettori di membrana P75NTR (P75 Neurotrophin 
Receptor). In primo luogo, viene qui dimostrata l’efficacia, per la marcatura 
fluorescente del solo pool di membrana di P75NTR, di due nuovi tag di 12 
amminoacidi recentemente pubblicati derivati dalla proteina ACP, A1 e S6. I 
costrutti ricombinanti sono stati trasfettati in due linee cellulari immortalizzate: 
SH-SY5Y (derivata da neuroblastoma umano) e PC12 (derivata da 
feocromocitoma di ratto). Saggi di Western Blot e immunofluorescenza, 
nonché un nuovo saggio di palmitoilazione (modifica post-traduzionale 
fondamentale per l'attività proapoptotica di P75NTR), hanno indicato che 
l'introduzione dei due nuovi tag corti A1 e S6 nella sequenza di P75NTR non 
altera le sue caratteristiche di espressione, localizzazione e maturazione post-
traduzionale rispetto alla proteina endogenamente espressa. 
È stato inoltre implementato un metodo per controllare quantitativamente 
l’espressione ectopica del recettore P75NTR marcato in cellule SH-SY5Y, per 
renderla ideale a studi a singola molecola. Le sequenze di A1-P75NTR e S6-
P75NTR sono state clonate in un vettore lentivirale di terza generazione, 
contenente oltre alla cassetta del transgene anche un elemento che consente 
una regolazione in cis di tipo Tet-on sul livello di espressione del costrutto. 
Mediante il metodo split-component sono state ricostruite le particelle virali 
contenenti i due costrutti, con le quali le cellule SH-SY5Y sono state trasdotte. 
L'espressione dei due costrutti è stata quindi indotta usando diverse 
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concentrazioni di induttore doxiciclina, e i recettori espressi in membrana alle 
varie concentrazioni sono stati rilevati mediante coniugazione con QDots. 
Tramite microscopia TIRF in cellule vive sono stati acquisiti filmati delle 
singole molecole di recettore sulla membrana basale delle cellule. Da questi 
sono state generate le traiettorie corrispondenti ad ogni molecola di recettore, 
poi processate mediante algoritmi di calcolo su larga scala per determinarne 
la MSD (Mean Square Displacement). Dall'MSD è stato possibile estrapolare 
la distribuzione del coefficiente di diffusione medio delle singole molecole di 
P75NTR e di una stima della dimensione della superficie cellulare all'interno 
della quale la proteina si muove. I dati hanno messo in evidenza quali sono le 
concentrazioni ottimali di induttore per studi a singola molecola, in quanto 
quantità eccessive di recettore in membrana causano apparentemente uno 
spiccato rallentamento della sua diffusione e un suo maggiore confinamento.  
 
La tesi qui discussa si articola in cinque capitoli. 
Il capitolo 1 fornisce un quadro generale del signalling neurotrofinico, dalla 
scoperta delle prime neurotrofine, alla comprensione della rete recettoriale ad 
esse associata, e all'interpretazione dei fenomeni intra ed extracellulari che ne 
scaturiscono. L'attenzione è qui focalizzata su P75NTR, sulla sua struttura, sul 
suo coinvolgimento funzionale nella rete neurale, e su un nuovo metodo di 
indagine che si interfaccia con la biofisica e la biologia molecolare. Il capitolo 
discute quindi lo stato dell’arte riguardante la nuova strategia di marcatura 
che coinvolge tag corti e fluorofori fotostabili, i vettori lentivirali di terza 
generazione, e le tecniche microscopiche e di analisi dati per lo studio di 
traiettorie di singole molecole di recettori di membrana. 
Il capitolo 2 mette in luce lo scopo di questo lavoro: una validazione 
biochimico-funzionale dei nuovi tag corti e l'allestimento della strategia per 
Single Particle Tracking. 
Il capitolo 3 descrive i materiali ed i metodi adottati in questa tesi. Oltre a 
descrivere come sono stati implementati alcuni protocolli standard, verranno 
discusse alcune novità procedurali. Fra queste, la produzione dei vettori 
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lentivirali cosiddetti "all-in-one" ed una nuova ottimizzata applicazione del 
saggio di palmitoilazione Acyl-Biotynil Exchange (ABE). 
Il capitolo 4 discute i risultati ottenuti dai saggi biochimici e di 
immunofluorescenza e dagli esperimenti di tracking a singola molecola 
effettuati su P75NTR. In particolare, si mostrerà che i tag di nuova generazione 
non generano alcuna variazione significativa nella proteina alla quale sono 
fusi, e che i moti diffusivi riscontrati risultano influenzati dalla concentrazione 
di recettori in membrana. 
Il capitolo 5 riassume le conclusioni della tesi ed illustra alcune fra le 
numerose possibilità di indagine su P75NTR che possono scaturire 
dall’approccio biofisico qui descritto. 
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1. INTRODUZIONE 
1.1 Neurotrofine e signalling nervoso 
Durante lo sviluppo del sistema nervoso dei vertebrati, si assiste a un 
complesso di cambiamenti genotipici e fenotipici su scala cellulare, 
denominato “plasticità neuronale” (Berlucchi G et al., 2009): se da un lato 
questi cambiamenti si verificano a livello di una singola sinapsi o di un 
dendrite, dall’altro lato essi si estrinsecano a livello di rete neuronale 
mediante la formazione di nuovi neuroni. Molte cellule nervose diventano 
ridondanti (ad esempio perché perdono le loro connessioni nervose) e 
devono essere eliminate. Di contro i fenomeni di neurogenesi a partire da 
una nicchia di cellule staminali adulte chiamate NSCs (Neural Stem Cells) 
(Paspala S et al., 2011) bilanciano le perdite, restaurando il circuito nervoso 
e modificandolo, sia strutturalmente che funzionalmente, in relazione agli 
eventi che lo influenzano (Taupin P et al., 2002). Per questo motivo la 
plasticità del sistema nervoso è ritenuta alla base di fenomeni quali 
apprendimento e memoria. Uno degli eventi che permettono il ristabilirsi 
della rete neurale è la formazione di protrusioni dall’assone dei neuroni neo-
generatisi, le quali andranno a contattare le cellule target. Il grado di 
innervazione di una cellula nervosa è regolato da una serie di neurotrofine, 
fattori trofici appartenenti alla classe dei “fattori di crescita” e secreti nella 
matrice extracellulare (Reichardt LF, 2006). Esse sono in grado di 
instaurare un signalling intracellulare che possa garantire le corrette 
funzioni cellulari, lo sviluppo e soprattutto la sopravvivenza. Questa classe 
di proteine si compone di 4 elementi: 
• NGF (Nerve Growth Factor): il prototipo dei fattori di crescita, 
fondamentale nella sopravvivenza di neuroni simpatici e neuroni 
sensori. Tale fattore, secondo un meccanismo di autorecezione, 
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viene captato dalle stesse cellule target che lo secernono (Levi-
Montalcini R. et al., 1956; Fiore M et al., 2009). 
• BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor): coinvolto nella 
sopravvivenza delle cellule preesistenti e nella crescita e 
differenziamento dei nuovi neuroni, stimolando la formazione di spine 
dendritiche e assonali (Binder DK et al., 2004; Waterhouse EG et al., 
2009). 
• NT-3 (Neurotrophin-3): svolge la medesima attività del BDNF, ma, a 
differenza di quest’ultimo, possiede uno spettro di neuroni target più 
ampio (Maisonpierre PC et al., 1990; Shimazu K et al., 2006). 
• NT-4 (Neurotrophin-4): anch’esso assolve il compito di garantire la 
sopravvivenza cellulare, ma consente inoltre la rigenerazione 
assonale a seguito di una lesione (Ip NY et al., 1992; English AW et 
al., 2011). 
Tutti questi fattori sono secreti sotto forma di precursori (pro-neurotrofine) e 
successivamente sottoposti a cleavage ad opera di enzimi quali le 
convertasi. 
Il capostipite di questo gruppo, l’NGF, è stato scoperto ad opera di Levi-
Montalcini e Cohen negli anni ’50 (Levi-Montalcini R. et al., 1956). Tale 
scoperta ha aperto la via alla comprensione del fatto che poche molecole, 
cioè le neurotrofine, potevano instaurare una serie di pathways che 
avrebbero garantito la maturazione e la sopravvivenza delle cellule nervose 
di nuova formazione per una corretta innervazione di organi e tessuti. Un 
secondo importante passo avanti è stato compiuto nel 1986 da Chao et al. 
e nel 1989 da Martin-Zanca et al. con il clonaggio, rispettivamente, dei geni 
codificanti per P75NTR e TrkA (primo membro della famiglia Tropomyosin 
Receptor Kinase, comprendente anche TrkB e TrkC), recettori di membrana 
che si sono rivelati capaci di legare sia pro- che neurotrofine. Nel corso 
degli anni è stato sempre più evidente come la classe dei Trk e P75NTR 
lavorino sinergicamente al fine di mantenere l’equilibrio omeostatico della 
rete neurale nonostante singolarmente diano inizio a vie di trasduzione 
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completamente opposte. Un recente lavoro (Nykjaer A. et al., 2004) ha 
ulteriormente “complicato” il panorama, mostrando il ruolo della Sortilina 
(figura 1.1). Questo recettore di membrana di tipo I, appartenente alla 
famiglia scoperta recentemente di recettori con dominio Vps10p (Vacuolar 
Protein Sorting 10 Protein), compete con il legame per i precursori 
neurotrofinici al fine di avviare un signalling di apoptosi. 
 
 
Figura 1.1: rappresentazione schematica dei tre tipi di recettori di membrana 
coinvolti nella risposta alle neurotrofine. A sinistra P75NTR: il dominio extracellulare 
comprende ripetizioni ricche in cisteina, il dominio intracellulare (ICD) è mostrato nei suoi 
sottodomini principali (Chopper Domain e Death Domain), Il frammento C-terminale (CTF) 
comprende l'ICD, il dominio transmembrana e una piccola parte della porzione 
extracellulare. Al centro un modello di recettore Trk. A destra la Sortilina strutturata come 
un β-propeller a 10 pale. (Immagine tratta da Skeldal et al., 2011) 
Se da un lato il contesto di azione della famiglia Trk è stato ben sviscerato, 
dall’altro è ancora contraddittorio, e non del tutto chiaro, il modus operandi 
di P75NTR: quest’ultimo diventa quindi l’argomento di indagine su cui si 
incentra tale lavoro di tesi. La figura 1.2 rappresenta una schematizzazione 
del vasto e complesso panorama appena descritto. 
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Figura 1.2: rete interattomica tra recettori e ligandi neurotrofinici, e tra recettori 
stessi. P75NTR lega, come dimero, tutte le neurotrofine e i loro precursori (anche se in 
misura minore) portando a neurogenesi. Può associarsi ai recettori Trk, che legano le 
neurotrofine mature, instaurando cascate di trasduzione del segnale per la sopravvivenza, 
la crescita e il differenziamento cellulare. Infine può generare complessi con Sortilina e pro-
neurotrofine, portando a morte cellulare. (Immagine tratta da Skeldal et al., 2011) 
 
1.2 P75NTR 
1.2.1 Struttura genica e proteica di P75NTR 
P75NTR (P75 Neurotrophin Receptor) è stato il primo recettore appartenente 
alla superfamiglia TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) ad essere 
identificato. Risulta comunque un elemento sui generis per la tendenza a 
dimerizzare, piuttosto che trimerizzare, e per la sua capacità di agire da 
corecettore tirosin-chinasico. E’ anche noto in letteratura come LNGFR 
(Low-affinity Nerve Growth Factor Receptor) poiché i primi studi su questa 
proteina mostrarono come essa, rispetto a TrkA, lega l’NGF con un’affinità 
minore. 
Il gene p75ntr umano (Roux PP et al., 2002) contiene sei esoni, per una 
lunghezza approssimativa di 23kb che mappano lungo il cromosoma 17, e 
precisamente nella regione 17q12-17q22; il suo promotore presenta una 
sequenza abbastanza conservata in alcuni vertebrati come uomo, ratto e 
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topo, ma non sono ancora ben caratterizzati tutti gli elementi di risposta e i 
fattori di trascrizione coinvolti nella regolazione dell’espressione di tale 
gene. Inoltre il promotore manca di TATA e CAAT box, ma possiede 
parecchie GC box conservate e degli elementi simil E-box che potrebbero 
fungere da enhancer. Da questo gene viene trascritto un mRNA di 3.8kb 
con una 5’UTR (Untranslated Region) di circa 300 nucleotidi e una 3’UTR 
contenente un singolo segnale di poliadenilazione; inoltre può andare 
incontro a fenomeni di splicing alternativo generando un trascritto privo 
dell’esone III e una proteina incapace di captare le neurotrofine (seppure 
riesca a legare alcuni degli interattori intracellulari della proteina full-lenght), 
e anche un’ulteriore isoforma priva dell’esone IV simile alla precedente. 
Il processo di traduzione porta alla produzione di un polipeptide lungo 427 
amminoacidi, i cui primi 28 costituiscono un signal peptide fondamentale 
per lo smistamento in membrana (che verrà poi eliminato una volta 
avvenuta la traslocazione), e i cui restanti 399 costituiscono il recettore vero 
e proprio (a seguito del corretto folding). La proteina P75NTR è un recettore 
transmembrana di tipo I a passo singolo (ossia la proteina attraversa la 
membrana una sola volta, e la sua estremità N-terminale viene localizzata 
extracellularmente mentre quella C-terminale sporge nel citoplasma), molto 
ben conservata all’interno dei vertebrati. La maggior parte delle specie 
analizzate possiede un unico prodotto genico, ma esistono alcune eccezioni 
quali X. laevis in cui si sono riscontrati almeno due geni correlati, detti 
p75NTRa e p75NTRb. Anche a livello proteico è possibile ottenere 
un’ulteriore isoforma, grazie a un cleavage a carico di una metalloproteinasi 
costitutivamente attiva che genera un frammento intracellulare (contenente 
ancora la porzione transmembranale) e un frammento extracellulare capace 
di legare le neurotrofine (il cui significato biologico non è ancora noto). Le 
figure 1.3 e 1.4 mostrano i domini proteici di P75NTR. 
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Figura 1.3: struttura di P75NTR e sue modifiche post-traduzionali. Le modifiche più 
consistenti, cioè le glicosilazioni, avvengono nel dominio extracellulare. La palmitoilazione 
e fosforilazione di residui di Treonina avvengono invece nel dominio intracellulare. 
 
 
 
Figura 1.4: Legenda dei domini del recettore. Vengono illustrati i sottodomini 
appartenenti al dominio extracellulare (ECD) e al dominio intracellulare (ICD). 
Ser/Thr-rich juxtamembranal domain (197-248aa) 
Transmembrane domain (251-272aa) 
 Signal Peptide (1-28aa) 
 CRD1 (31-64aa) 
 CRD2 (66-107aa) 
 CRD3 (108-146aa) 
 CRD4 (148-188aa) 
 
 
 Interaction domain (326-341aa) 
 Death domain (344-421aa) 
 
ECD 
 
ICD 
 Chopper domain (274-303aa) 
         N’ C’ 
Asn33 N-linked glycosylation 
O-linked glycosylations and 
Phosphorylation 
Thr293 Phosphorylation 
Cys279 Palmitoylation 
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Operando una suddivisione strutturale del recettore, si ottiene:  
• ECD (Extracellular Domain): si compone (dal terminus N al terminus 
C) di quattro Cysteine-Rich Domain(s) (CRD1, CRD2, CRD3, CRD4), 
una caratteristica distintiva dei membri della famiglia TNFR, 
mantenuti in tandem grazie a ponti disolfuro intracatena (dodici in 
tutto, tre per unità) che conferiscono al recettore una forma allungata. 
CRD1 non sembra essere coinvolto nel legame con il ligando, e 
quindi protrude oltre il ligando, solitamente dimerizzato; CRD2, 3 e 4 
creano una particolare interfaccia di legame con il ligando, scindibile 
in 3 porzioni principali: 
1. Sito I: è la regione di giunzione tra CRD1 e CRD2 contenente 
cinque legami H e un ponte salino 
2. Sito II: composta da CRD3 e CRD4 e coinvolge due legami a 
idrogeno e due ponti salini 
3. Sito III: costituito dall’estremità C-terminale con un solo ponte 
salino 
Nel CRD1 è riscontrabile una N-glicosilazione. Inoltre, in posizione 
giustamembranale, è presente un dominio ricco in Serina e Treonina, 
target di numerose O-glicosilazioni e fosforilazioni. L’aggiunta di tutte 
queste catene glicosidiche consente un aumento di peso molecolare 
della proteina da circa 45 kDa (in forma nativa) a 75 kDa (in forma 
completa, da cui deriva il suo nome). 
• ICD (Intracellular Domain) è costituito fondamentalmente da: 
1. Death Domain (DD): la sua quinta elica è una potenziale 
attivatrice di proteine G e grazie a determinati interattori tale 
dominio instaura un pathway pro-apoptotico. Con 
spettroscopia NMR è stato possibile risolvere la struttura del 
DD di P75NTR ed ascriverla al tipo II; è una struttura globulare 
riarrangiata in due fasci ciascuno con 3 α-eliche. 
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2. Chopper Domain (CD), che ha il medesimo effetto del Death 
Domain ma riesce ad attivare il meccanismo pro-apoptotico 
solo a seguito di una palmitoilazione a carico di una Cisteina. 
3.  Interaction Domain, in cui avviene una serie di fosforilazioni di 
Serine e Treonine che sembrano importanti per la 
multimerizzazione. 
Inoltre sono stati riscontrati numerosi sottodomini all’interno dell’ICD: 
un potenziale dominio legante le proteine TRAF4/6 (TNFR 
associated factors), una sequenza 293QTPPPE298 che sembrerebbe 
interagire con tutte le TRAF (proteine che mettono in relazione il 
recettore con varie vie di signalling), un tripeptide carbossi-terminale, 
tSPV, che rappresenta un sito di legame per proteine contenenti 
sequenze PDZ consensus. Il dominio intracellulare è ritenuto il 
responsabile di legame con numerosissime proteine adattatrici e ciò 
spiega, almeno in parte, la poliedricità funzionale di P75NTR. 
La figura 1.5 mostra i numerosi interattori di questa proteina. 
Analisi cristallografiche dell’ECD di P75NTR complessati con il ligando 
mostrano che questo recettore può legare le neurotrofine in un rapporto 
stechiometrico P75NTR:NT 1:2. (He XL et al., 2004; Wehrman T et al., 2007). 
Recenti studi hanno invece messo in evidenza come l’omodimerizzazione di 
P75NTR (grazie al dominio transmembranale) comporti la generazione di un 
complesso stechiometrico 2:2, per lo meno in studi di co-cristallizzazione 
con NT-3 e proNGF (Gong Y et al., 2008); gli artefatti proteici ottenuti 
precedentemente mostravano come solo gli ECD o proteine non glicosilate 
formavano complessi asimmetrici, dunque non proteine in toto. E’ 
comunque vero che anche le forme glicosilate di P75NTR, oltre ai legami 
simmetrici, sono capaci di complessare ligandi in rapporto 1:2, (Feng et al., 
2010) suggerendo che quest’ultima sia una peculiarità di tale recettore 
almeno come un passaggio intermedio verso la realizzazione di un legame 
2:2. Non è ancora chiaro se i complessi asimmetrici possano comunque 
generare una trasduzione del segnale. 
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Protein Name Description 
BEX1 
Cell cycle progression, Neuronal Differentiation 
Inhibition 
BEX3 Apoptosis 
KIDINS220 (or 
ARMS) 
Adaptor protein for ternary complexes with NTRK1 
and P75NTR 
NTRK1, NTRK2 Neuronal proliferation, differentiation and survival 
LINGO1 Inhibition of axonal regeneration and myelination 
RANBP9 Membrane receptors coupling 
PTPN13 Unknown (Putative protein containing a PDZ domain) 
SC-1 Cell cycle arrest 
NRAGE Apoptosis, Cell cycle inhibition 
NRIF1, NRIF2 Apoptosis, Cell cycle arrest 
RhoA Neuronal Morphogenesis 
NADE Apoptosis 
TRAF2,4,6 Apoptosis, Cell survival 
RIP-2 Cell survival 
FAP-1 Cell survival 
Caveolin-1 Membrane Anchorage 
 
Figura 1.5: Schema delle interazioni recettoriali di P75NTR con relativa legenda. 
L'interazione con fattori differenti porta ad instaurare trasduzioni del segnale diverse. I 
fattori NRIF1 e 2 (Neurotrophin Receptor Interacting Factor 1 e 2) legano sia il dominio 
juxtamembranale che il Death Domain. 
 Juxtamembranal Domain 
 Death Domain 
 tSPV 
 ICD 
 ECD 
 Not Determined 
 NRIF1,2 bind both JM and DD 
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1.2.2 Funzioni di P75NTR 
Sin dalla sua scoperta, svariate funzioni sono state associate a questo 
recettore, rendendone sempre più enigmatico e complesso il quadro 
d’azione; comunque P75NTR è responsabile principalmente di: 
• Apoptosi: prove sperimentali di una via apoptotica mediata direttamente 
da P75NTR sono state ottenute nel 1993 da Rabidazeh et al., 
sovraesprimendone il gene. Da allora molti studi e molti risultati 
contrastanti sono stati ottenuti, fino a comprendere che il pathway 
apoptotico è uno scenario in cui recitano diversi attori. Innanzitutto sono 
i precursori neurotrofinici a giocare un ruolo importante; essi, insieme 
alla sortilina, vengono complessati da P75NTR per poi seguire due vie. 
La prima prevede movimenti di diffusione laterale verso lipid rafts ricchi 
in colesterolo (Underwood CK et al., 2008), dove avviene un taglio ad 
opera di un’α-secretasi. Il frammento carbossi-terminale residuo 
(rimasto ancorato alla membrana) attiva, mediante il Chopper Domain, 
la proteina Rac, la quale consente l'attivazione dei canali GIRK (G-
protein-coupled inwardly rectifying potassium) grazie alla produzione di 
Ptdins(4,5)P2 (Phosphoinositide phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), 
risultando infine nell’attivazione delle caspasi (Coulson EJ et al., 2008). 
Una seconda via prevede l’associazione con interattori intracellulari del 
juxtamembranal domain (NRAGE) che attivano JNK3 (c-Jun N-terminal 
kinases-3), un fattore che provoca una sovraespressione dell’enzima 
TACE (o ADAM17) (Kenchappa RS et al., 2010). P75NTR viene perciò 
processato e l’ICD rimasto (a seguito del taglio di una β-secretasi) si 
associa nel Death Domain con NRIF e TRAF6, quest’ultimo ubiquitina 
NRIF che può adesso traslocare nel nucleo e iniziare l’apoptosi. 
Contemporaneamente TRAF6 stimola nuovamente JNK3 così da 
amplificare il segnale di morte (Kenchappa RS et al, 2006). D’altro 
canto la non corretta o mancata espressione dei recettori Trk (in base 
alla neurotrofina considerata) risulta comunque in un'aumentata 
apoptosi; questo evento ha suggerito che la via apoptotica viene attivata 
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nel momento in cui sussiste uno sbilaciamento dell'equilibrio recettoriale 
verso P75NTR. 
• Sopravvivenza (in associazione con recettori Trk): i Trk hanno già 
un’elevata affinità per i fattori neurotrofici maturi, ma il coinvolgimento 
co-recettoriale diretto di P75NTR risulta comunque in un’affinità 
aumentata di circa 100 volte del recettore per il ligando (diminuisce la 
Kd) (Ho R. et al., 2011). L’interazione serve per potenziare il pathway di 
sopravvivenza cellulare. Se P75NTR leghi la neurotrofina esponendola, 
in seguito, al Trk specifico o se contribuisca a formare un complesso 
eterotrimerico in rapporto 2:2:2 non è ancora chiaro, a causa di dati 
biochimici e cinetici contrastanti. Un lavoro più recente mette in rilievo 
un signalling a due step: inizialmente Trk fosforila e attiva l’enzima 
TACE, che sottopone P75NTR a cleavage specialmente negli endosomi; 
successivamente l’ICD rilasciato promuove e potenzia la via di 
sopravvivenza mediata dai Trk (ad esempio le vie di Ras, PI3K-Akt e 
PLCγ-1) (Ceni C. et al., 2010).  Questa ipotesi mette in risalto un 
potenziamento indiretto della via di trasduzione dei Trk. Tuttavia non è 
escluso che l’ICD possa interagire direttamente con suddetti recettori. 
Uno dei target principali di queste vie sembra essere NF-κB (Nuclear 
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), un complesso 
proteico cui spetta il compito di regolare la trascrizione di svariati geni, 
tra i quali quelli coinvolti nella sopravvivenza cellulare (Foehr ED et al., 
2000). 
• Altre funzioni: sembra che P75NTR sia fortemente legato al ciclo cellulare 
(Bernabeu RO. et al., 2010) e al differenziamento, grazie al fatto che il 
suo ICD possiede numerosissimi interattori, tra i quali, nella fattispecie, 
Sc-1 (Schwann Cell Factor-1), Bex1 (Brain expressed X-linked 1) e 
MAGE (Melanoma Antigen Gene) che regolano diversi aspetti delle 
singole fasi del ciclo cellulare. In questi casi P75NTR agisce sempre in 
seguito al legame con una neurotrofina, ma non insieme ad altri 
recettori; una volta andato incontro a taglio da parte delle secretasi, la 
porzione intracellulare rilasciata, associata ai corrispettivi fattori, viene 
importata nel nucleo. Qui si esplica l’attività dei fattori di trascrizione, 
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che possono modulare i processi del ciclo cellulare portando anche a 
tetraploidia (e quindi a morte). 
• Un’ulteriore funzione è la neurogenesi, che sfrutta la proteolisi appena 
descritta, grazie all’associazione con il fattore NRIF, riscontrato nel 
nucleo insieme all’ICD.  
• P75NTR è anche coinvolto nella migrazione cellulare e nella 
neuritogenesi (Domenicani M. et al., 2005): l’inibizione della 
generazione di nuovi neuriti si esplica successivamente all’azione 
congiunta con il recettore NogoR (Neurite Outgrowth Inhibitor 
Receptor), ma anche il semplice legame di P75NTR con le neurotrofine 
può portare al medesimo output. Infine, l’interazione con le proteine 
mieliniche sembra essere responsabile della potenzialità migratoria 
della cellula.  
La figura 1.6 fornisce una rappresentazione dei pathway metabolici che il 
recettore intraprende, in relazione a un determinato tipo di stimolo e di 
risposta. 
Da quanto appena descritto, appare chiaro che la polifunzionalità di P75NTR 
sia dovuta a specifici parametri: il contesto cellulare (ossia la linea presa in 
esame), l’interazione con altri recettori, il legame con precursori 
neurotrofinici o le rispettive proteine mature, il livello di espressione (Skeldal 
S. et al., 2011). Non stupisce quindi che un lieve spostamento dell’equilibrio 
di questa rete recettoriale possa recare effetti cellulari così 
paradossalmente differenti. 
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Figura 1.6: Trasduzioni dei segnali associate a P75NTR . A) I recettori Trk stimolano la 
fosforilazione dell’enzima TACE/ADAM17, il quale porta a taglio proteolitico (da parte di α-
secretasi e β-secretasi) P75NTR; l’ICD rilasciato potenzia il pathway di Trk. B) I due modelli 
principali di apoptosi instaurati da P75NTR. Nel primo, l’associazione con sortilina e pro-NT 
genera un complesso che viene traslocato ai lipid raft di membrana, dove avviene il taglio 
da parte dell’α-secretasi. Qui il frammento C-terminale (CTF) rimanente attiva la proteina 
Rac che consente la produzione di Ptdins(4,5)P2 (phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) il 
quale, a sua volta, porta all’apertura dei canali GIRK (G protein-coupled inwardly rectifying 
potassium) e all’attivazione delle caspasi. Il secondo modello prevede che il complesso 
P75NTR/Sortilina interagisca con il fattore NRAGE, attivando così JNK3 la quale aumenta il 
livello di espressione di TACE/ADAM17. Il CTF ottenuto si associa con NRIF e TRAF6 e 
viene processato per rilasciare il dominio intracellulare (ICD). NRIF viene quindi 
ubiquitinato da TRAF6 e traslocato nel nucleo per attivare l’apoptosi; inoltre il segnale di 
morte viene potenziato mediante l’amplificazione del segnale di JNK3. C) L’ICD generato 
con la proteolisi si associa con NRAGE e SC-1, iniziando una trasduzione del segnale il cui 
effetto si traduce in una regolazione del ciclo cellulare oppure tetraploidia (e quindi morte). 
(Immagine tratta da Skeldal et al., 2011) 
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1.3 Imaging a singola molecola del recettore P75NTR 
Diversi lavori in letteratura dimostrano come tramite lo studio della dinamica 
di membrana dei recettori sia possibile ricavare numerosi dettagli sui 
meccanismi molecolari che ne regolano la funzione (Kasai RS. et al., 2011; 
Chung I. et al., 2010). Tali studi propongono una combinazione di metodi di 
biologia molecolare standard (clonaggio di proteine ricombinanti con 
opportuni tag che ne consentano il monitoraggio una volta che tali costrutti 
sono espressi in cellula) e biofisica avanzata (microscopia confocale o TIRF 
in cellule vive - Fig. 1.7). 
Nel laboratorio dove si è svolto questo lavoro di tesi è già attiva una linea di 
ricerca con lo scopo di studiare il comportamento dinamico a singola 
molecola di recettori neurotrofinici di membrana. In precedenza l’attenzione 
è stata incentrata sullo studio della dinamica di membrana a singola 
molecola del recettore TrkA. La sequenza del recettore TrkA di ratto è stata 
fusa con l’ACP-tag (Acyl Carrier Protein, vedi §1.3.1), e le dinamiche di 
membrana di questo costrutto sono state investigate in studi di SPT (Single 
Particle Tracking) in linee neuronali immortalizzate, riuscendo a ricavare 
molti dettagli sul funzionamento del recettore (Callegari A. et al., 2012). 
Queste prime indagini sono state svolte con microscopia ad epifluorescenza 
in campo largo. 
Al fine di elucidare i differenti pathways derivati dalla formazione del 
complesso NT - P75NTR, le sue dinamiche e la base meccanicistica di 
interazione recettoriale, anche noi abbiamo scelto di focalizzare l’attenzione 
sui movimenti dinamici del recettore in membrana, in quanto essi 
rappresentano una condizione sine qua non per la trasduzione del segnale 
intra e intercellulare. Inoltre abbiamo deciso di usare un approccio che 
consenta un accurato monitoraggio del trafficking membranale del 
recettore, sia esso libero o complessato con le NT. Tale approccio è 
fortemente favorito da una marcatura selettiva del recettore in membrana, 
dalla possibilità di limitare o in generale controllare il livello di espressione di 
costrutti ricombinanti, e da metodi di imaging avanzato con bassissimo 
background che permettano quindi di raggiungere la sensibilità di singola 
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molecola. Questi tre aspetti verranno approfonditi separatamente nei 
prossimi paragrafi.  
 
 
Figura 1.7: Immagine che schematizza vari tipi di traiettorie di singoli recettori in 
membrana.  Una volta che il recettore viene opportunamente marcato, è possibile seguire 
il destino diffusivo in membrana di una singola molecola. 
 
1.3.1 Marcatura del recettore 
Le dinamiche recettoriali di P75NTR sono state finora investigate con l’uso 
dei classici tag, ad esempio proteine o ligandi fluorescenti, e, in generale, 
con metodiche indirette. Al fine di visualizzare singole molecole di recettore 
marcato, occorre pensare a strategie di labelling più sofisticate. Un ulteriore 
problema risiede nella distinzione dei pool: il recettore, come tutte le 
proteine di membrana, viene processato nel reticolo endoplasmatico, 
traslocato in membrana e infine riciclato o degradato. Marcature fluorescenti 
non discriminative non consentono di analizzare un singolo pool 
recettoriale, nella fattispecie quello dislocato sulla membrana plasmatica. 
Un approccio di nuova generazione (mostrato in figura 1.8) è stato possibile 
grazie all’introduzione della proteina ACP e dei suoi derivati più recenti A1 e 
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S6 (Zhou Z. et al., 2007). Questi nuovi tag sono il substrato di PPT 
(Phosphopantheteinyltransferases), enzimi con i quali è possibile legare 
covalentemente qualsiasi molecola funzionalizzata con il Coenzima A. 
 
Figura 1.8: schema di azione delle PPTasi. a) La reazione di labelling inizia con il taglio, 
da parte di Sfp e AcpS, del braccio fosfopanteteinico del coenzima A e il conseguente 
trasferimento a un residuo di serina conservato dei substrati PCP (Peptidyl Carrier Protein), 
ACP o loro derivati corti. Si crea così un legame fosfodiestere. b) Possibili target delle 
PPTasi: Biotin-CoA e Biotin-SS-CoA, coniugabili successivamente con streptavidina. c) 
sequenze dei tag A1 e S6, nelle quali è sottolineato il residuo di Serina (S) coinvolto nella 
reazione. (Pannelli a e b riprodotti da Zhou Z. et al., 2007) 
Fondendo tali tag alla parte extracellulare di recettori di membrana, è 
possibile marcare solo quelli correttamente traslocati in membrana con 
sonde fluorescenti, in un contesto cellulare integro. Le sonde possibili sono 
molteplici: una strategia di labelling può essere quella di marcare il recettore 
con biotina e poi coniugarlo a Qdot (Quantum Dots), nanosfere fluorescenti 
di materiale semiconduttore molto brillanti, rivestiti di streptavidina, che 
forma un legame estremamente forte con la biotina. Se ACP reca il 
vantaggio di una marcatura discriminativa ed esclusiva del recettore di 
membrana, sia A1 che S6, delle brevi sequenze di 12 amminoacidi, portano 
ulteriori novità in studi di questo genere:  
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• Essendo tag corti, limitano, di per sé, impedimenti sterici all’interno della 
proteina con la quale sono fusi in frame, aumentando la probabilità che 
le proprietà biochimiche, funzionali e strutturali rimangano inalterate. 
• Sono tag ortogonali: ciò significa che il metodo di labelling impiegato per 
un tag non influisce sull’altro (per motivi cinetici: si sfruttano due enzimi 
per la reazione, e questi possiedono un’affinità per il corrispettivo tag 
molto più elevata rispetto all’altro). Questo rende possibile, in linea di 
principio, la marcatura contemporanea di due diversi recettori 
ricombinanti con A1 e S6 (come per esempio P75NTR e TrkA) mediante 
due fluorofori differenti. 
 
1.3.2 Modulazione dell’espressione 
Negli studi di proteomica, soprattutto con proteine fino a quel momento 
poco note, spesso si cerca di regolare l’espressione genica per ottenere 
una sovraespressione o una sottoespressione del prodotto, con l’obiettivo di 
carpirne la funzione. Nel lavoro presentato in questa tesi, l’espressione dei 
recettori vuole essere controllata e, in particolare, limitata, per due motivi: i) 
evitare artefatti dovuti alla sovraespressione dei costrutti; ii) diminuirne la 
concentrazione in membrana per avere la possibilità di distinguere singoli 
recettori se non interagenti. A questo scopo, in questo lavoro di tesi il cDNA 
dei recettori mutanti è stato clonato all’interno di un vettore lentivirale “All-in-
one”, contenente, oltre al transgene di interesse, anche un elemento che 
consente una regolazione in cis di tipo Tet-on sul livello di espressione del 
transgene stesso, come meglio descritto nei seguenti paragrafi. 
 
1.3.2.1 Vettori lentivirali 
Grazie al progresso tecnologico, la manipolazione dei virus è riuscita a 
privare specifiche porzioni geniche responsabili dell’infezione, sviluppando 
vettori ricombinanti che, una volta infettata la cellula target, non saranno più 
in grado di replicarsi. I vettori di ultima generazione possiedono una 
maggiore stabilità, garantiscono un certo livello di sicurezza per l’operatore 
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ed alterano il meno possibile la fisiologia cellulare. Inoltre vengono inibiti nei 
fenomeni di ricombinazione genica grazie al metodo “split-component”, 
secondo il quale il genoma virale viene suddiviso in più plasmidi. Ogni 
tipologia di vettore possiede applicazioni ben precise e, negli ultimi anni, si 
sono sfruttati principalmente i vettori lentivirali. Ciò è dovuto al fatto che 
simili vettori, sfruttando la naturale infettività del virus di origine, conservano 
l’abilità di integrare stabilmente il proprio genoma nell’ospite. Ne risulta 
dunque un sistema versatile per l’introduzione di geni eterologhi. Spesso i 
costrutti lentivirali risultano gli strumenti più idonei ed efficienti per gene 
delivery in determinate linee cellulari, quali i neuroni primari. Sistemi di 
questo tipo sono quindi sfruttati per la modulazione dell’espressione genica. 
 
1.3.2.2 Sistemi inducibili 
Le metodiche di upregulation e downregulation in vitro sono poco versatili, 
univoche e a volte associate a un eccessivo background. Si avverte dunque 
l’esigenza di disporre di sistemi che consentano una modulazione 
dell’espressione mediante un “interruttore” molecolare che possa essere 
acceso o spento qualora lo si desideri. A questo scopo sono stati introdotti i 
sistemi Tet-on e Tet-off: essi si basano sulla fusione del repressore di E. 
coli TetR con un dominio di attivazione della proteina di HSV (Herpes 
Simplex Virus) VP16, creando quindi un transattivatore trascrizionale 
denominato tTA che si legherà all’operatore tetO a livello dei TRE 
(Tetracycline Response Elements). Quest’ultimo attiverà il promotore 
associato portando alla trascrizione del gene in prossimità (Szulc J. et al., 
2006). La differenza tra i due sistemi non risiede propriamente, come il 
nome potrebbe suggerire, nell’accensione o spegnimento di un gene da 
parte del tTA: in entrambi il transattivatore possiede la capacità di attivare la 
trascrizione genica. Ciò che li differenzia è l’effetto ottenuto in base al 
legame con la tetraciclina o, spesso, un suo derivato molto più stabile, la 
doxiciclina. Nel sistema tet-off la proteina di fusione è ottenuta come 
appena descritto, invece nel sistema tet-on si ottiene il trans attivatore rtTA, 
a seguito della modifica di un dominio di 4 amminoacidi in tTA, in modo tale 
da consentire il legame con tetO solo in presenza di un effettore. La 
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tetraciclina (o doxiciclina) sequestra tTA (impedendo il legame con tetO) nel 
primo caso e “attiva” rtTA (favorendo il complesso con tetO) nel secondo 
caso. Se da un lato i primi prototipi prevedevano una suddivisione in due 
plasmidi differenti, con l’ingegnerizzazione del genoma virale e la 
costruzione di vettori basati su di esso (specialmente retro e lentivirali), i 
due sistemi sono stati inglobati in un singolo vettore “all-in-one” (Barde I. et 
al., 2006) schematizzato in figura 1.9: 
La praticità, la semplicità, la versatilità e lo scarso background di questi 
vettori li rendono il metodo migliore per analisi di singole molecole. 
 
Figura 1.9: Costrutto pTRE di partenza. pRRL: sigla distintiva di una serie di vettori 
contenenti LTR (Long Terminal Repeat) chimeriche di RSV e HIV-1. Sin: Self-Inactivating. 
Mcs: Multiple Cloning Site. RSV è il promotore costitutivo derivante dal Respiratory 
Syncytial Virus. R-U5: Repeated Sequence affiancata dalla Unique Sequence 5, contenenti 
elementi ripetuti ed elementi di controllo della retrotrascrizione. Ψ-Δgag: segnale di 
incapsidamento; la sequenza di gag è parzialmente deleta. RRE: Rev-Responsive 
Element. cPPT/cTS: Central Polypurine Tract/Central Termination Sequence. WPRE: 
Woodchuck Hepatitis Virus Responsive Element. ΔU3: Unique Sequence 3 deleta, così 
che il vettore possa risultare self-inactivating. TMPrtTA: cassetta di espressione contenente 
TRE (Tetracycline-regulated minimal CMVpromoter), mSEAP (Murine Secreted Alcaline 
Phosphatase), hPGK (human Phosphoglycerate Kinase promoter) e rtTA2S-M2 (cDNA 
codificante il transattivatore tetraciclina-dipendente). (Immagine presa da Barde I. et al., 
2006) 
 
1.3.3 Microscopia sul recettore marcato 
A seconda della tecnica di microscopia che si intende usare, di volta in volta 
occorre scegliere il tag più congeniale. Ad esempio, la marcatura con 
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proteine fluorescenti fuse a proteine ricombinanti permette facilmente 
l’utilizzo di microscopia confocale o a fluorescenza e fornisce una visione 
più globale dell'oggetto di indagine. Questa tipologia di tag, però, consente 
con difficoltà l'analisi di dinamica di singole molecole, per le proprietà 
fotofisiche non ottimali delle proteine fluorescenti, solitamente prone ad un 
veloce photobleaching (distruzione del fluoroforo in seguito ad 
irraggiamento), e per la mancanza di selettività delle molecole marcate, 
come spiegato in precedenza. 
La tecnica basata sull’uso di ACP come tag recettoriale ha già consentito la 
visualizzazione di singole molecole in membrana, mediante analisi con 
microscopia ad epifluorescenza (Callegari A et al., 2012). Anche i tag A1 e 
S6 discussi nel paragrafo 1.3.1 risultano ideali per la visualizzazione di 
singole molecole di fluoroforo. 
 
1.3.3.1 Microscopia per studi SPT 
L'implementazione del modulo TIRF (Total Internal Reflection 
Fluorescence) su microscopio ad epifluorescenza facilita gli studi SPT in 
vivo, permettendo di visualizzare solo le molecole sulla membrana basale e 
diminuendo in maniera importante il background dovuto a molecole 
fluorescenti fuori fuoco. La TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence 
Microscopy) è una tecnica di microscopia a fluorescenza che sfrutta l’onda 
evanescente che si crea nel mezzo di coltura all’interfaccia vetro/acqua 
quando avviene la riflessione totale interna di luce proveniente dal vetro, 
solitamente una radiazione laser collimata che illumina l’intero campo 
visivo. Tale onda evanescente, in pratica, può eccitare fluorofori inclusi in 
una porzione molto ristretta (generalmente inferiore a 200 nm) sopra 
l’interfaccia vetro/acqua. Nell’implementazione da me utilizzata, la luce 
proviene da un obiettivo ad immersione in olio di un microscopio rovesciato 
e incide sul campione contenuto in una willco con il fondo di vetro. In questo 
modo è possibile osservare una sottile regione cellulare adesa alla 
superficie di vetro, che per colture cellulari in monostrato corrisponde alla 
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membrana basale, permettendo di visualizzare con un’alta risoluzione gli 
eventi dinamici che vi si verificano. 
 
1.3.3.2 Single Particle Tracking 
Recentemente si è accresciuto l’interesse nei confronti del SPT, ossia lo 
studio del moto di singole molecole all’interno di un mezzo come ad 
esempio la membrana plasmatica basale. Una delle caratteristiche più 
importanti della tecnica è il fatto che, essendo dinanzi a singole molecole, la 
loro localizzazione fisica può essere determinata in maniera più precisa del 
limite di diffrazione del microscopio utilizzato, ad esempio assegnando 
come posizione della molecola il centroide dello spot visualizzato in 
microscopia o il centro di una gaussiana utilizzata per farne un fit. Una volta 
determinate le coordinate delle singole molecole in ogni frame di un filmato 
(localizzazione), queste vengono collegate fra di loro in modo da generare 
un’unica traiettoria per molecola in funzione del tempo. L’insieme di tutte le 
traiettorie acquisite può essere processato da software che sfruttano 
algoritmi di analisi per identificare il tipo di moto di una determinata 
popolazione recettoriale, ad esempio assegnando uno o più parametri ad 
una traiettoria (quali il coefficiente di diffusione o l’eventuale lunghezza di 
confinamento). I tipi di moti potrebbero quindi essere collegati ad una 
determinata condizione in cui il recettore si trova. I suddetti parametri 
possono venir estrapolati da ciascuna traiettoria calcolando la Mean Square 
Displacement (MSD) (Eq. 1.1) 
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Equazione 1.1: Funzione MSD. N, numero totale di frame; n, differenza fra il numero di 
frame, τ , intervallo tra un frame ed il successivo; nτ , intervallo di tempo per il quale 
l'MSD viene calcolata; x(t) e y(t), coordinate spaziali in funzione del tempo. 
 
 ~ 29 ~ 
 
 
Figura 1.10: Esempi di MSD in funzione del tempo. A: il plot lineare rispecchia un moto 
browniano; B: un andamento parabolico è tipico di un movimento drifted; C: la tendenza a 
plateau è distintiva di un moto confinato. Nell’inset di ogni pannello viene visualizzata la 
traiettoria su cui è stata calcolata l’MSD; D: distribuzione globale dei coefficienti di 
diffusione medi (D1-2) associati ad ogni singola traiettoria (curva rossa) e distribuzione di 
D1-2 di S-Qdot655 immobilizzato sul vetro della willco (curva in grigio). Il bin “<1E-6” include 
valori negativi per il coefficiente D1-2, dovuto soprattutto a quei casi in cui l'incertezza è 
maggiore del valore assoluto. (Immagine presa da Callegari A. et al., 2012) 
 
In base al tipo di dipendenza della MSD dall’intervallo di tempo, è possibile 
distinguere modalità diffusive differenti (figura 1.10). 
Nel caso in cui la traiettoria assunta dalla singola molecola risulti di tipo 
browniano, ossia nel caso in cui la molecola diffonde liberamente, senza 
alcuna interferenza, a livello di membrana plasmatica, il suo spostamento 
quadratico medio salirà linearmente col tempo, per cui la sua MSD verrà 
descritta dall'equazione 1.2. 
 
 
Equazione 1.2: MSD per un moto browniano. D, coefficiente di diffusione; σ2, "errore di 
localizzazione della molecola". 
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Se la traiettoria assume un moto drifted, ossia con una velocità costante è 
superimposta all’eventuale moto diffusivo, all'MSD viene sommato un 
termine quadratico, essendo lo spostamento, in tale caso, proporzionale al 
tempo (1.3). 
 
 
Equazione 1.3: MSD per un moto drifted. Oltre ai parametri spiegati nella Eq. 1.2, qui 
compare una componente di velocità (V). 
 
Infine, per un movimento di natura confinata, l'MSD sarà limitata, e 
solitamente viene confrontata con l’equazione 1.4. 
 
 
Equazione 1.4: MSD per un moto confinato. Qui, oltre a D e σ, compare la lunghezza 
dell'area di confinamento (L). 
 
L’equazione 1.4 descrive l’MSD di una particella che si muove con un moto 
diffusivo caratterizzato dal coefficiente di diffusione D ma all’interno di una 
regione ristretta, il cui diametro è stimato dal parametro L. 
Il calcolo del coefficiente di diffusione è svolto dagli algoritmi di analisi ed è 
ottenuto operando un fit dei primi punti (o anche solo dei primi due punti) 
della MSD; questo tipo di fit consente un calcolo di D indipendentemente 
dal tipo di movimento diffusivo. 
L’approccio SPT descritto in questa tesi ha i seguenti vantaggi: 
• E' possibile applicarlo in colture cellulari vive (simbolo di un contesto 
più fisiologico). 
• Si avvale di tecniche, di per sé, super risolte. 
• Si basa su una modulazione dell'espressione del costrutto o del gene 
di interesse, eliminando il macromolecular crowding che potrebbe 
alterare la diffusività recettoriale. 
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•  Consente di valutare la distribuzione di parametri del moto dei recettori 
quali D ed L, piuttosto che la singola media. Una simile caratteristica risulta 
essenziale qualora si vogliano tenere in considerazione categorie diffusive 
intermedie, tra cui anche le multimodali (ossia traiettorie descritte da 
almeno due tipi di moto diffusivo). 
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2. SCOPO DELLA TESI 
 
Questo lavoro di tesi si inserisce all’interno di una linea di ricerca più ampia, 
all’interfaccia tra biologia molecolare e biofisica, su studi a singola molecola 
di recettori neurotrofinici di membrana. Lo scopo finale di tale linea di 
ricerca è la comprensione dei meccanismi molecolari che regolano lo stato 
di attivazione e oligomerizzazione e le interazioni funzionali che a livello di 
membrana precedono la formazione di piattaforme di signalling e/o 
l’internalizzazione cellulare di tali recettori.  
Visto il successo della strategia di marcatura del TrkA (Callegari A. et al, 
2012) e della sua visualizzazione a singola molecola, il gruppo di ricerca si 
sta muovendo fondamentalmente in tre direzioni: i) l’implementazione di 
una diversa metodica di labelling dei recettori, mediante la fusione delle 
sequenze dei recettori a tag più corti derivati dalla proteina ACP, che 
possano in più essere usati per imaging simultaneo di due recettori in 
membrana; ii) il controllo del livello di espressione di tali costrutti utilizzando 
dei vettori virali con promotore inducibile per il transgene di interesse; iii) 
l’estensione di questo tipo di studio ad altre linee cellulari e ad altri recettori 
neurotrofinici che, insieme a TrkA, regolano la vita, lo sviluppo, la 
sopravvivenza o la morte delle cellule neuronali. In questo contesto, la tesi 
qui presentata è il risultato del lavoro in tutti e tre questi ambiti: infatti, lo 
scopo della tesi è la validazione dei costrutti, e l’ottimizzazione dei protocolli 
biochimici e di raccolta ed analisi dati, per lo studio delle dinamiche a 
singola molecola del corecettore neurotrofinico P75NTR in linee cellulari 
neuronali immortalizzate.  
In prima istanza lo studio si propone la verifica della corretta funzionalità e 
localizzazione di costrutti ricombinanti in cui il recettore P75NTR è stato 
marcato con tag standard come eGFP (enhanced Green Fluorescent 
Protein), o in alternativa con tag derivati dall'ACP più consoni a uno studio a 
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singola molecola (A1 e S6). Tale validazione funzionale consiste 
principalmente nel confrontare la localizzazione e il livello di palmitoilazione 
delle proteine ricombinanti con quelli della proteina P75NTR endogenamente 
espressa dalle linee cellulari scelte. 
Successivamente, il lavoro si concentra sullo sviluppo di un sistema per 
esprimere quantità controllate dei costrutti ricombinanti A1-P75NTR e S6-
P75NTR in colture neuronali immortalizzate. Per questo scopo, i costrutti 
sono clonati sotto un promotore inducibile di tipo Tet-on all’interno di un 
vettore lentivirale di terza generazione. Si producono particelle lentivirali, 
che sfruttando la naturale infettività del virus, permettono l'integrazione di 
tali costrutti nel genoma della cellula ospite.  
Infine, nelle colture neuronali immortalizzate trasdotte, viene indotta 
l'espressione dei costrutti di interesse a diversi livelli, sfruttando il promotore 
inducibile a monte del transgene. Viene effettuato uno studio SPT partendo 
da filmati raccolti tramite microscopia TIRF su ciascuno dei campioni 
diversamente indotti. Ciò consente di determinare se diversi livelli di 
espressione influenzano le caratteristiche di diffusività di singoli recettori in 
membrana e quale sia la concentrazione di effettore più opportuna per studi 
a singola molecola.  
Questo tipo di studio è propedeutico per un futuro studio più esteso volto a 
stabilire quanti e quali tipi di moto P75NTR può assumere in varie linee 
cellulari (fino al caso di neuroni primari) in condizioni controllate, fra cui ad 
esempio la concentrazione di determinate sostanze (ligandi, droghe) nel 
mezzo di coltura. 
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3. MATERIALI E METODI 
3.1 Preparazione dei costrutti ricombinanti 
In questa sezione vengono descritti tutti gli esperimenti di clonaggio che, a 
partire da costrutti già presenti in laboratorio, hanno avuto lo scopo finale di 
inserire le sequenze di interesse in un vettore lentivirale che contenesse 
l’apparato inducibile di tipo Tet-on. 
I primi tre costrutti di p75NTR considerati sono stati: A1-p75NTR-eGFP, S6-
p75NTR-eGFP, p75NTR-eGFP, tutti e tre clonati all’interno del plasmide 
pReceiver-M03 (Imagenes), un vettore di espressione in cellule di 
mammifero mostrato in figura 3.1. 
  
 
Figura 3.1: Caratteristiche del plasmide di partenza. La tabella a fianco mostra le 
caratteristiche salienti del vettore. 
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Il tag eGFP è intracellulare, stando al C-terminale del recettore, invece A1 e 
S6 sono extracellulari, e possono essere usati per una marcatura selettiva 
del pool proteico di membrana. 
 
3.1.1 PCR  
Le sequenze codificanti per A1-P75NTR e S6-P75NTR sono state anche 
inserite, tramite clonaggio, nel vettore lentivirale di terza generazione 
pRRLsincPPTmcsWPRE (indicato anche come pTRE). Per questo scopo 
sono state amplificate per PCR; i primers utilizzati (Sigma–Aldrich) sono 
riportati in tabella 3.1. 
 
 Forward (5’-3’) Reverse (3’-5’) 
A1-p75NTR-
eGFP 
gt cag ctg acg cgt atg ggg gca 
ggt gcc acc 
ca gtc gac acg cgt tca cac cgg 
gga tgt ggc agt 
S6-p75NTR-
eGFP 
gt cag ctg acg cgt atg ggg gca 
ggt gcc acc 
ca gtc gac acg cgt tca cac cgg 
gga tgt ggc agt 
Tabella 3.1: Primer F e R. La tabella mostra le coppie di primer adottate per PCR, 
contenenti 8 flanking sequences. 
 
Tutte e tre le coppie primers contengono alle loro estremità il sito di 
restrizione dell’enzima MluI che, dopo digestione, è stato usato per il 
clonaggio nel vettore digerito con lo stesso enzima. Inoltre sono presenti 
flanking sequences cioè sequenze fiancheggianti che aiutano la DNA 
polimerasi a legarsi al primer stesso. La mix della reazione di PCR consta 
di: template (i plasmidi di partenza riportati al paragrafo 3.1 dai quali si 
vuole amplificare le porzioni di cDNA di nostro interesse), primers, dNTPs, 
polimerasi termostabile, un tampone o buffer (che rende l’ambiente 
circostante adatto per l’azione dell’enzima), H2O. La DNA polimerasi 
adottata è la Pfx50™ (Invitrogen), un enzima di fusione costituito da una 
DNA polimerasi dell’archea Thermococcus zilligii (con attività di 
proofreading 3' → 5’) fusa con una proteina accessoria che stabilizza i 
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complessi primer-template durante la PCR; l’enzima lavora in un buffer 
specifico (10X Pfx50™ PCR buffer, Invitrogen) contenente MgSO4 1.2mM e 
BSA (Bovine Serum Albumin). Concentrazioni e quantità della mix sono 
riportate in tabella 3.2: 
 Concentrazione stock 
Concentrazione 
finale Volume 
Template 0.5 ng/µl 0.01 ng/µl 1 µl 
Primer forward 20 µM 0.3 µM 0.75 µl 
Primer reverse 20 µM 0.3 µM 0.75 µl 
dNTPs 10 mM 0.3 mM 1.5 µl 
Pfx50 5 U/µl 0.1 U/µl 1 µl 
Buffer Pfx50 10 X 1 X 5 µl 
H2O / / 40 µl 
Volume finale / / 50 µl 
Tabella 3.2: Mix di PCR 
 
La concentrazione stock dei templati è stata ricavata diluendo una 
precedente estrazione plasmidica Maxiprep (Qiagen).  
Il programma da impostare al termociclizzatore è il seguente: 
1. Denaturazione iniziale: 94°C, 2 min. 
2. 35 cicli di: 
• Denaturazione: 94°C, 15 sec. 
• Annealing: 59°C, 30 sec. 
• Estensione: 68°C, 1,20 min. per A1-p75NTR-eGFP e S6-
p75NTR-eGFP oppure 2 min. per p75NTR-eGFP. 
3. Estensione finale: 68°C, 5-10 min. 
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La valutazione dell’efficienza delle reazioni di PCR, come anche le loro 
purificazioni prima di procedere alle reazioni di digestione e ligazione, sono 
state effettuate tramite gel elettroforesi di agarosio. 
 
3.1.2 Gel elettroforesi di agarosio 
Il gel per elettroforesi viene preparato a partire da una polvere di agarosio 
Low-EEO (Eppendorf) che viene sciolta in TBE (Bio-Rad), un buffer 
contenente EDTA chelante i cationi (come Mg2+), inibendo quindi l’azione di 
nucleasi, e mantenendo gli acidi nucleici carichi negativamente. I reagenti 
sono riportati in tabella 3.3: 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
Agarosio 100% w/v 1% w/v 0,8 gr 
TBE 0,5 X / / 80 ml 
Volume 
finale / / 80 ml 
Tabella 3.3: Composizione del gel di agarosio. 
La soluzione, una volta portata ad ebollizione, viene fatta polimerizzare 
sotto cappa chimica in camere elettroforetiche. 
Il prodotto di PCR viene miscelato con una soluzione loading buffer 6x la cui 
composizione è riportata in tabella 3.4. 
 Concentrazione stock commerciale Volume 
Blu di bromofenolo 0,25 % v/v 2,5 µl 
Xilene cianolo FF 0,25% v/v 2,5 µl 
Glicerolo 50% v/v 500 µl 
EDTA 50 mM 495 µl 
Volume finale / 1 ml 
Tabella 3.4: reagenti per il gel loading buffer 
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Infine, il prodotto viene caricato su gel, appositamente alloggiato in una 
vaschetta elettroforetica riempita di TBE. Inoltre, per avere un’indicazione 
del peso delle bande corse su gel, si carica un marker di pesi molecolari 
commerciale, che per frammenti più piccoli è il 100 bp o 1 Kb (New England 
Biolabs) e per frammenti più grandi è il 10-40 Kb (Invitrogen). 
Si procede poi all’estrazione della banda utilizzando un bisturi ed un 
transilluminatore UV; le fettine di agarosio contenente il DNA di interesse 
vengono raccolte in provette da 2 ml e pesate su bilancia analitica e si 
procede alla purificazione, conformemente al protocollo fornito con il kit 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Quick Protocol (Promega). 
 
3.1.3 Digestione e Defosforilazione 
Una volta purificati, i frammenti ottenuti da PCR sono stati sottoposti a 
digestione enzimatica con MluI nel relativo buffer (New England Biolabs), 
così come il plasmide che porta il sistema Tet-on: l’intento è quello di 
sostituire il gene reporter del vettore all-in-one, cioè mSEAP, con i costrutti 
A1-p75NTR, S6-p75NTR, p75NTR-eGFP. Le mix di digestione del vettore e degli 
inserti differiscono in termini di quantità e concentrazioni, come riportato in 
tabella 3.5 e 3.6. 
 
 Concentrazione stock 
Concentrazione 
finale Volume 
Vettore 3 µg/µl 0.06 µg/µl 1 µl 
Buffer 3 10 X 1 X 3 µl 
MluI 10000 U/ml 0.6 U/µl 2 µl ON + 1 µl OM 
H2O / / 23 µl 
Volume 
finale / / 50 µl 
Tabella 3.5: Mix di digestione per pTRE 
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 Concentrazione stock 
Concentrazione 
finale Volume 
Inserto non quantificata non quantificata 40 µl (variabile in base al volume di eluizione) 
Buffer 3 10 X 1 X 5 µl 
MluI 10000 U/ml 50 U/ml 3.5 µl ON + 1.5 µl OM 
H2O / / / 
Volume 
finale / / 50 µl 
Tabella 3.6: Mix di digestione per A1-P75NTR, S6-P75NTR e P75NTR-eGFP 
 Si aggiunge il 75% dell'enzima totale da utilizzare e si lascia procedere la 
reazione ON (Over Night), il giorno seguente si addiziona il restante 25% e 
si lascia agire OM (Over Morning). Per tutta la durata della digestione, la 
provetta viene mantenuta a 37°C (garantendo l’attività dell’enzima). Per 
eliminare qualsiasi attività residua dell’endonucleasi, è possibile inattivarla 
con shock termico a 65°C per 20 min. 
Dopo la digestione il vettore è stato defosforilato al fine di evitare che le 
estremità di restrizione prodotte su di esso possano portare a self-ligation. 
Si usa l’enzima Antarctic Phosphatase in congiunzione con l’apposito buffer 
(New England Biolabs) che catalizza la rimozione dei gruppi fosfato sia in 
acidi nucleici (al 5’) che in proteine. I reagenti per la defosforilazione sono 
elencati il tabella 3.7: 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
Mix Digestione 
Vettore / / 30 µl 
Buffer 10 X 1 X 4 µl 
Antarctic 
Phosphatase 5 U/µl 0.375 U/µl 3 µl 
H2O / / 3 µl 
Volume finale / / 40 µl 
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Tabella 3.7: Reagenti per la defosforilazione del vettore pTRE digerito 
La reazione viene condotta a 37°C per 30-45 min, caricata interamente su 
gel e purificata come precedentemente spiegato al paragrafo 3.1.2. 
 
3.1.4 Ligation 
Il DNA quantificato dopo la purificazione è stato usato nella reazione di 
ligation: questa prevede che l’inserto sia in eccesso al fine di saturare tutte 
le molecole di vettore presenti. La ligation perciò è stata condotta sulla base 
di un rapporto vettore:inserto pari a 1:3 considerando che la quantità 
massima che la ligasi adoperata (T4 DNA Ligase, New England Biolabs) 
riesce a processare nel buffer apposito è 400 ng (T4 DNA Ligase Reaction 
Buffer 10X, New England Biolabs). Basandosi sull'eccesso molare 1:3, e 
considerando i pesi molecolari diversi di vettore ed inserto ,otteniamo che le 
quantità ottimali sono pari a V = 280 ng per il vettore e I = 120 ng per 
l’inserto. Le quantità e le concentrazioni delle mix di ligation sono riportate 
in tabella 3.8: 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale 
Volumi 
K- 
Volumi 
Ligation 
A1 
Volumi 
Ligation 
S6 
Vettore(280 
ng) 
Y / 280/Y 280/Y 280/Y 
A1(120 ng) X1 / / 120/X1 / 
S6(120 ng) X2 / / / 120/X2 
Buffer T4 10 X 1 X 2 µl 2 µl 2 µl 
T4 2000000 U/ml 100000 U/ml 1 µl 1 µl 1 µl 
H2O / / Fino a 20 µl 
Fino a 
20 µl 
Fino a 20 
µl 
Volume 
finale / / 20 µl 20 µl 20 µl 
Tabella 3.8: Composizione delle tre mix di ligation: due per gli inserti e una per il 
vettore. 
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La reazione procede ON a 16°C. Una volta finita la reazione, si passa alla 
verifica con gel di agarosio 1% con un ladder 10-40 Kb per il raffronto dei 
pesi molecolari.  
 
3.1.5 Quantificazione del DNA 
Laddove specificato, il DNA è stato quantificato in concentrazione e purezza 
mediante misura al biofotometro (Eppendorf). Questo strumento legge 
l'assorbanza a varie lunghezze d’onda in modo da determinare, tramite la 
legge di Lambert-Beer, le concentrazioni di RNA e di proteine contaminanti. 
La sorgente di luce è una lampada allo Xenon, la cuvetta utilizzata è una 
Uvette (Eppendorf). La misura inizia con la lettura di un “bianco”, ossia una 
soluzione corrispondente a quella in cui il DNA da quantificare è disciolto, in 
modo da poter poi sottrarre la baseline dalle misure successive. Si procede 
quindi a  letture in doppio per ogni campione, ossia prendendo in 
considerazione due diluizioni (1:10 e 1:100) della soluzione di partenza. Il 
risultato finale è sempre stato ottenuto dalla media dei valori, dato che, nelle 
condizioni in cui abbiamo lavorato, i due valori non sono mai stati 
significativamente diversi. Laddove la quantificazione non fosse così 
strettamente necessaria, il DNA è comunque sempre stato valutato in 
quantità e purezza caricandone 1 µl (con 4 µl di H2O e 1 µl di loading buffer) 
per le corse in gel di agarosio e comparando le intensità delle bande dei 
campioni con quelle dei marcatori di peso molecolare (New England 
Biolabs) a quantità nota .  
 
3.1.6 Trasformazione 
In questa fase è stato impiegato il ceppo One Shot® Stbl3™ E. coli 
(Invitrogen), derivato dal ceppo di E. coli HB101 chimicamente indotto alla 
competenza, ideale per il clonaggio in vettori lentivirali; le vials di cellule 
sono solitamente mantenute a -80°C. Ho quindi trasformato 3,75 µl di DNA, 
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pari a 75 ng (e quindi all’interno del range ottimale 10 pg-100 ng specificato 
per lo strumento). La procedura si articola come segue: 
• Scongelare in ghiaccio una vial di One Shot® Stbl3™ E. coli per 
ciascuna mix di ligation. 
• Aggiungere 3,75 µl di campione nelle vial e agitare delicatamente 
senza spipettare, poiché ciò potrebbe causare la lisi batterica in 
quanto questo ceppo è sensibile a sbalzi di temperatura ed 
eccessivi stimoli meccanici. 
• Incubare le vial in ghiaccio per 30 min. 
• Applicare uno shock termico a 42°C per 45 sec senza agitazione in 
un bagnetto termostatato. 
• Mettere le vial in ghiaccio per 2 min. 
• Aggiungere 250-300 µl di terreno S.O.C. (Super Optimal broth with 
Catabolite repression, Invitrogen) preriscaldato o a temperatura 
ambiente molto lentamente e per scivolamento sul bordo interno 
della vial 
• Porre le vial in agitazione orizzontale in un incubatore a 37°C, 225 
RPM, per 1 h. 
• Aliquotare, goccia a goccia, tutto il contenuto in piastre Petri, 
preriscaldate, di LB agar (Luria-Bertani agar) supplementato con 
ampicillina e spargere il campione con l’aiuto di un’ansa di plastica 
usa e getta, finché non si sarà asciugato 
• Riporre le piastre sottosopra (eventuali condense cadranno sul 
coperchio piuttosto che sul terreno) in un incubatore a 37°C ON 
A questo punto si utilizzano i puntali per raccogliere le colonie scelte (un 
puntale per colonia) e procedere ad un'iniziale precrescita. Le colonie 
vengono introdotte in un tubo da 15 ml contenenti 5 ml di LB broth (Luria-
Bertani broth) e 5 µl di ampicillina e poste in incubatore per circa 8 h con 
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un'agitazione a 300 RPM (Revolutions Per Minute). Una aliquota di 
ciascuna precrescita viene mandata a sequenziare per verificare il corretto 
inserimento dell’inserto (considerando che la digestione è operata da un 
solo enzima, il frammento potrebbe inserirsi in entrambi i sensi nel vettore). 
La composizione dell’LB è riportata in tabella 3.9: 
 
 Triptone Estratto di lievito NaCl 
Concentrazione 
(g/l) in H2O 
deionizzata 
10 5 10 
Tabella 3.9: Composizione del Luria-Bertani broth. 
 
3.1.7 Estrazione Plasmidica Maxi 
Una volta verificato quali cloni sono quelli corretti, è necessario amplificare 
notevolmente il numero di plasmidi, per avere più materiale di partenza a 
disposizione negli esperimenti successivi. L’estrazione fa riferimento al kit 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen) e in particolare alla sezione specifica 
per i plasmidi high-copy. Al termine del protocollo si procede a una 
quantificazione spettrofotometrica. 
 
3.2 Mantenimento delle cellule in coltura 
Le linee cellulari necessitano di un ambiente ricco di nutrienti che permetta 
loro di crescere, di dividersi e di scambiare molecole di segnalazione. I 
terreni di coltura, ottimizzati nella loro composizione molecolare, rendono 
l'ambiente in vitro il più fisiologico possibile. D'altro canto, più le cellule 
vengono sottoposte a passaggi di splitting, più "invecchiano", cioè tendono 
a perdere le loro capacità replicative e le proprietà funzionali.  
Tutti gli esperimenti qui descritti sono stati effettuati su due linee cellulari 
immortalizzate (ATCC): 
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• SH-SY5Y: linea derivata da neuroblastoma umano. 
• PC12: linea derivata da Feocromocitoma di ratto. 
Gli stock sono mantenuti in azoto liquido in cryovials da 1,5ml, contenenti 
una miscela di 900 µl di sospensione cellulare in FBS (Fetal Bovine Serum) 
e 100 µl di DMSO (Dimethyl Sulfoxide), un agente crioprotettivo che 
impedisce la formazione di cristalli di ghiaccio intra e intercellulari (dovuti al 
rapido congelamento) che potrebbero causare danni. Una volta scongelate 
(mantenendo le vial in un bagno termostatato a 37°C) le cellule vengono 
piastrate in Petri Dishes da 100 mm di diametro (P100) aggiungendo altri 9 
ml di terreno DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
supplementato con il mix di nutrienti F-12) per le SH-SY5Y e terreno RPMI 
(Roswell Park Memorial Insitute Medium) per le PC12. Ciascuno stock di 
terreno viene inoltre supplementato con ulteriori componenti, come 
mostrato in tabella 3.10: 
 DMEM/F-12 (V) 
DMEM/F-12 
(%) RPMI (V) RPMI (%) 
Medium 440 ml 88% 415 ml 83% 
Fetal Bovine 
Serum 50 ml 10% 25 ml 5 % 
Horse Serum / / 50 ml 10% 
Pen/Strep 5 ml 1% 5 ml 1% 
L-Glu 5 ml 1% 5 ml 1% 
Volume finale 500 ml / 500 ml / 
Tabella 3.10: Ricetta dei terreni di coltura eucariotica DMEM/F-12 e RPMI 
I reagenti sopra elencati provengono dalla Gibco, Invitrogen. Una volta in 
coltura, le cellule formano un monolayer sul fondo e iniziano a dividersi. 
Quando raggiungono una confluenza del 90-95%, per evitare fenomeni di 
inibizione da contatto e quindi un’eccessiva morte, si procede ad 
un’operazione di “splitting” come di seguito descritto. Per le SH-SY5Y si 
procede con uno o due lavaggi in 5-6 ml di PBS 1x (Phosphate Buffered 
Saline, Gibco, Invitrogen) e con l’aggiunta di 2 ml di Trypsin-EDTA (Gibco, 
Invitrogen), stimolando meccanicamente la piastra. Si aggiungono altri 8 ml 
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di terreno per inattivare l’enzima, si recupera tutto il contenuto che si 
aliquota in un tubo da 15 ml e, se la morte cellulare è scarsa, si continua a 
risospendere per poi distribuire la sospensione in nuove P100. Laddove la 
morte cellulare risulta eccessiva, si procede ad un passaggio in centrifuga a 
1200 RPM per 5 min per eliminare il debris in eccesso e alla risospensione 
del pellet in 10 ml di terreno fresco. Le PC12 invece non seguono questi 
passaggi: per staccarle dalla piastra è sufficiente spipettare un po’ il terreno 
di coltura e a questo punto è possibile centrifugarle (qualora necessario) a 
800 RPM per 4 min, quindi si passa all’eliminazione dei 2/3 del surnatante 
presente (1/3 viene lasciato poiché contiene molecole segnale importanti 
per la crescita di questa linea) e alla risospensione in terreno fresco. Sia 
che vengano centrifugate o no, è consigliato separare il più possibile le isole 
di cellule (tipiche di questa linea) mediante l’uso di una siringa G21. In 
entrambi i casi, una volta riseminate nuove piastre, è necessario distribuire 
omogeneamente le colture, evitando così di far crescere le cellule 
esclusivamente in alcune zone. Normalmente queste linee, specialmente ai 
primi passaggi, arrivano a totale confluenza in 2-3 giorni e, se necessario, è 
possibile aggiungere terreno fresco al monostrato (previ lavaggi con PBS 
nel caso delle SH-SY5Y). 
 
3.3 Trasfezione 
Il processo di trasfezione risulta una fonte di stress per la cellula, 
specialmente considerando la (seppur relativa) tossicità degli agenti 
trasfettanti che veicolano il materiale esogeno. Per cellule più difficili da 
trasfettare si adottano dei composti più forti; invece per cellule più propense 
ad acquisire materiale dall'ambiente extracellulare sono più indicati dei 
reagenti blandi. Questo comunque non garantisce mai la totalità della 
trasfezione, e molte cellule muoiono a causa della tossicità dell'agente 
utilizzato. 
Le cellule sono state trasfettate usando l’agente commerciale 
Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (Invitrogen) in combinazione 
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con un terreno che facilita l’azione di questi liposomi, ossia Opti-MEM® I 
Reduced Serum Medium. Il protocollo da seguire è sostanzialmente quello 
fornito dalla ditta, di seguito riportato (per una 6-well corrispondente a una 
P30): 
• Il giorno prima della trasfezione piastrare circa 8 x 105 cellule in una 
P30 con 2 ml di terreno di crescita senza antibiotici, in questo modo 
il giorno successivo si ottiene una confluenza del 90-95% 
• Il giorno della trasfezione preparare la mix 1: diluire 4.0 µg di DNA 
in 250 µl di Opti-MEM® e miscelare dando dei colpetti al tubino. 
• Preparare la mix 2: aggiungere 10 µl di lipofectamina a 250 µl di 
Opti-MEM® e incubare a RT (Room Temperature) per 5 min. 
• Unire le due mix in un’unica vial per un volume totale di 500 µl. 
Miscelare con cautela dando dei colpetti al tubo e incubare per 20 
min. a RT (la soluzione potrebbe apparire un po’ torbida) 
• Aggiungere i 500 µl di soluzione alla P30 contenente le cellule e il 
terreno, omogeneizzare il tutto agitando con cautela la piastra. 
(Inoltre è possibile cambiare il terreno prima di aggiungere la 
miscela di trasfezione) 
• Riporre la P30 in incubatore con 5% CO2 a 37°C per 18-48 h (in 
genere 24 h) prima di testare le cellule per l’espressione del 
transgene. Dopo 4-6h dall’aggiunta della mix di trasfezione 
cambiare il terreno di coltura. 
Sia in SH-SY5Y che in PC12 la percentuale di trasfezione ottenuta si è 
aggirata intorno al 40%. Il controllo di avvenuta trasfezione è stato fatto, 
laddove possibile (ad esempio in caso di espressione di eGFP), con l’ausilio 
di un microscopio a epifluorescenza. Inoltre, per saggi di colocalizzazione, 
sono stati trasfettati plasmidi codificanti per RFPlam (Red Fluorescent 
Protein – laminina) e GFPfar (Green Fluorescent Protein – farnesile), già 
presenti nel laboratorio. Per la marcatura del nucleo in cellule vive è stato 
utilizzato l’Hoechst, un intercalante del DNA che colora il nucleo di blu e che 
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non necessita di un protocollo di permeabilizzazione preliminare (come 
spiegato nel successivo § 3.4). 
3.4 Fissaggio e Immunostaining 
Al fine di valutare la presenza e la localizzazione di proteina endogena, una 
delle possibilità è l'immunostaining (o Immunofluorescenza, IF). Questo 
genere di saggio consente la visualizzazione dell'ambiente intracellulare 
mediante l'utilizzo di un agente di cross-linking che fissa le interazioni 
omotipiche ed eterotipiche tra proteine e acidi nucleici. Inoltre, rendendo la 
membrana più lassa, consente l'azione di anticorpi coniugati con fluorofori. 
In questo lavoro i saggi di immunofluorescenza sono stati effettuati su 
cellule aderite e cresciute su piccoli vetrini circolari (diametro 12 mm), 
inseriti prima della semina in una petri P60. Tali cellule sono state fissate 
con paraformaldeide (PFA), e successivamente permeabilizzate con diversi 
tipi di detergenti quali Triton-X, Saponina e Tween-20 (Sigma-Aldrich), 
seguendo il protocollo: 
• Togliere il terreno e fare tre lavaggi con 2,5 ml di PBS. 
• Una volta eliminata ogni traccia di PBS, aggiungere 2-4 ml di PFA 
4% w/v in PBS e lasciare agire 15-20 min coprendo la piastra con 
un foglio di alluminio. 
• Rimuovere ogni traccia di PFA e fare tre lavaggi con 2,5 ml di PBS. 
• Trasferire i vetrini in una 24-multiwell con l’aiuto di una pinza e 
coprirli con PBS. 
• Rimuovere il PBS e aggiungere circa 200 µl di soluzione di 
permeabilizzazione. Non sapendo quale fosse la strategia migliore 
per gli anticorpi da noi usati, abbiamo testato tre possibili detergenti 
sciolti in PBS/BSA 1% alle concentrazioni riportate nella Tabella 
3.11 e lasciati incubare per 7-10 min. 
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 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale 
Volume 
iniziale 
Volume 
finale 
TritonX-100 10% v/v 0,25% v/v 250 µl 10 ml 
Saponina 10% v/v 0,1% v/v 100 µl 10 ml 
Tween-20 100% v/v 0,5% v/v 50 µl 10 ml 
Tabella 3.11: Soluzioni detergenti 
• Rimuovere la/e Permeabilization Solution/s 
• Fare cinque lavaggi con la PBS/BSA 1% 
• Una volta terminato il quinto lavaggio, eliminare qualsiasi traccia 
della soluzione precedente e aggiungere la Blocking Solution 
(PBS/BSA 2% ) per 1 h a RT. 
• Rimuovere completamente la Blocking Solution e aggiungere 
l’anticorpo primario sciolto in PBS/BSA 1% nella diluizione 
congeniale (in questo caso 1:50 in un volume finale di 200 µl per 
pozzetto), per 2 h a RT. Due anticorpi primari sono adottati in 
questo protocollo: anti-P75NTR Rabbit Polyclonal IgG (07-476, 
Millipore) e anti-P75NTR Mouse Monoclonal IgG (05-446, Millipore). 
Il primo riconosce un epitopo intracellulare, mentre il secondo uno 
extracellulare, della proteina P75 NTR. 
• Rimuovere completamente l’anticorpo primario non reagito e fare 
tre lavaggi con PBS/BSA 1%. 
• Aggiungere l’anticorpo secondario, diluito ugualmente all’anticorpo 
primario (in questo lavoro) per 45 min – 1 h. I secondari impiegati in 
questo lavoro sono anti-Mouse Alexa-Fluor647 e anti-Rabbit Alexa-
Fluor647 (rosso), e anti-Rabbit Alexa Fluor488 (verde), tutti 
acquistati presso Invitrogen. 
• Rimuovere l’anticorpo secondario e fare tre lavaggi in PBS 
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• Fare un lavaggio in H2O milliQ (eventualmente è possibile 
conservare i vetrini a 4°C in H2O mQ o PBS). 
• Prendere i vetrini con l’aiuto di una pinza e di un ago da siringa, 
riporli su carta lasciarli asciugare completamente. 
E’ importante aggiungere e rimuovere tutte le soluzioni dal bordo del 
pozzetto, per evitare che le cellule si stacchino dal vetrino. 
Nel frattempo procurarsi dei vetrini portaoggetti non opachi, sciacquarli con 
etanolo al 70% e asciugarli con un panno di carta morbido. Una volta che i 
vetrini si sono asciugati, applicare una goccia di VECTASHIELD® Mounting 
Medium (Vectorlabs) sul portaoggetti e, con la pinza, riporre i vetrini 
sottosopra sulla goccia di montante (in modo tale che questa sostanza 
possa penetrare nelle cellule). Il VECTASHIELD® è una sostanza che 
inibisce il photobleaching della maggior parte dei fluorocromi (ossia la 
riduzione dell’intensità di fluorescenza di un fluoroforo, dovuta alla sua 
fotodegradazione, che può rivelarsi un problema per la microscopia a 
fluorescenza), possiede un indice di rifrazione (1,44) adatto alla microscopia 
con un obiettivo ad immersione in olio, ed inoltre può essere supplementato 
con il DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), un colorante del nucleo. I vetrini 
così montati possono essere lasciati asciugare ON e guardati al 
microscopio confocale il giorno successivo.  
 
3.5 Lisi cellulare 
L'operazione di lisi si effettua per un'estrazione dei suoi contenuti (proteine 
e acidi nucleici in genere) ed è preliminare per una corsa su gel di 
poliacrilammide. La lisi può avvenire secondo modalità differenti (per via 
virale, per meccanismi osmotici, per azione enzimatica etc.); qualora si 
voglia estrarre il proteoma si rendono necessari (oltre a un buffer di lisi 
apposito) gli inibitori di proteasi. Le proteasi, infatti, potrebbero alterare il 
contenuto proteico e falsare l'indagine. 
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Questa procedura è stata effettuata per saggiare la quantità di proteina 
endogena e/o ricombinante espressa dalle cellule tramite corsa 
denaturante. Si lavora sempre in ghiaccio per preservare le condizioni in cui 
la cellula si trova in quel momento, e soprattutto il folding proteico: le piastre 
devono essere portate dall’incubatore in una vaschetta con ghiaccio. Per la 
lisi è stato impiegato il RIPA Buffer (Sigma-Aldrich), un tampone contenente 
un mix di detergenti che efficacemente lisa le membrane plasmatiche 
mantenendo inalterate le proprietà delle proteine. Questo buffer è stato 
ulteriormente implementato con un cocktail di inibitori di proteasi che 
altrimenti porterebbero a degradazione. Il protocollo è così articolato (per 
una P60): 
• Mettere Lysis Buffer (RIPA Buffer + inibitori) e PBS in ghiaccio (è 
importante che siano freddi) 
• Riporre la P60 in una vaschetta con ghiaccio e fare due lavaggi con 
2 ml di PBS. 
• Eliminare qualunque residuo di PBS e aggiungere 250 µl di Lysis 
Buffer per 10-15 min. 
• Con uno scraper raschiare la piastra a fondo finché non si genera in 
soluzione un aggregato viscoso e biancastro: questo è il DNA 
genomico, indice di buona lisi. Raccogliere tutto il lisato e 
aliquotarlo in provette da 2 ml. 
• Al termine dei 10-15 min centrifugare a 4°C a 12000 RPM per 15-
30 min: in questo modo chiarifico il lisato, cioè elimino DNA 
aggregato, membrane etc. e la frazione proteica è recuperata nel 
surnatante. 
• Trasferire il surnatante raccolto in un tubo pulito e quantificarlo 
spettrofotometricamente con Coomassie Plus™ Protein Assay 
Reagent (ThermoScientific). Il background è valutato con un “bianco” 
costituito da Lysis Buffer; il campione viene misurato in 2 diluizioni, 
1:10 e 1:20, preparate da 4 µl di surnatante in 36 µl di PBS freddo 
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(diluizione 1:10), e da 15 µl di quest’ultima soluzione miscelata con 15 
µl di PBS freddo (diluizione 1:20). La quantificazione avviene in Uvette 
con 15 µl di ciascuna diluizione ai quali si aggiunge 750 µl di Bradford 
Solution. Si procede così a letture in doppio col metodo Bradford delle 
quali si calcola la media. 
 
3.6 Western Blot 
Il Western Blot (WB) è un saggio che consente, grazie alla separazione su 
gel denaturante di acrilammide e ad una differenza di potenziale, la 
visualizzazione del campione proteico ricercato. E' una tecnica altamente 
risolutiva, che consente di discriminare anche isoforme proteiche. A seguito 
della corsa su gel, le bande vengono trasferite su una membrana che 
consentirà il blot (colorazione delle bande) utilizzando un anticorpo primario 
ed uno secondario per la visualizzazione del segnale. 50 µg dei lisati 
cellulari quantificati sono stati supplementati di una quantità idonea di 
loading buffer 4x (Laemmli Sample Buffer, Biorad), denaturati a 95-100°C 
per 10 min, e tenuti in ghiaccio fino a quando non sono stati caricati su gel 
di acrilammide per SDS-PAGE. In questo lavoro sono stati adottati dei 
Criterion Precast Gel (Bio-Rad), ossia dei gel già pronti e confezionati 
contenenti una percentuale a gradiente crescente dal 4 al 12% di 
poliacrilammide, che elimina la necessità di dover separare le proteine 
prima in base al punto isoelettrico e poi in base al peso molecolare, 
sfruttando due corse consecutive ortogonali in due gel diversi in 
composizione. 
Il protocollo utilizzato è stato il seguente: 
• Inserire il gel precast nell’apposito alloggiamento della vaschetta di 
corsa 
• Aggiungere il tampone di corsa i cui componenti (per 1 l di buffer) 
sono riportati in tabella 3.12. 
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 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
XT MOPS o XT 
MES 20 X 1 X 50 ml 
H2O 
deionizzata / / 950 ml 
Volume finale / / 1000 ml 
Tabella 3.12: Reagenti per Buffer di corsa su gel di acrilammide 
La scelta tra XT MOPS o XT MES Running Buffer 20X (Bio-Rad) è 
compiuta in base al peso molecolare della proteina che si intende 
visualizzare. I suddetti tamponi risultano sperimentalmente più 
discriminativi per proteine piccole (XT MES) o di dimensioni 
medio/grandi (XT MOPS). È importante che il tampone bagni il 
fondo della vaschetta e l’alloggiamento dei pozzetti (non è 
necessario riempirla completamente).  
• Sciacquare con una siringa i pozzetti per eliminare eventuali residui 
di acrilammide che potrebbero dare fastidio alla corsa. 
• Caricare i campioni e il Precision Plus Protein™ Kaleidoscope 
Standards (Bio-Rad), il ladder di pesi molecolari, e avviare la corsa. 
• Al termine prelevare il gel e separarlo, con l’aiuto di una lametta, 
dalle due metà di plastica che lo contengono, eliminare le porzioni 
di gel in eccesso, tagliare un angolo per avere un verso di 
riferimento e riporlo nel “sandwich” così composto (in ordine): 
Intelaiatura nera – Spugna (lavarla per eliminare eventuali sali 
residui) – Carta da filtro sottile (Whatman) – Carta da filtro spessa 
(filter pad, Biorad) – Gel (messo al contrario per avere il verso 
corretto sulla membrana) – Membrana di nitrocellulosa – Carta da 
filtro spessa – Carta da filtro sottile – Spugna - Intelaiatura rossa. 
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• Inserire il sandwich nella vaschetta apposita per un trasferimento 
ON delle proteine su membrana; la vaschetta viene riempita 
totalmente di Transfer Buffer (tabella 3.13) aggiungendo anche una 
tavoletta ghiacciata per evitare il surriscaldamento (inoltre l’intera 
apparecchiatura viene mantenuta in una stanza a 4°C). 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
MeOH 100% v/v 20% v/v 400 ml 
TG Buffer 10 X 1 X 200 ml 
H2O 
deionizzata / / 1400 ml 
Volume finale / / 2000ml 
Tabella 3.13: Buffer di trasferimento di proteine da gel a membrana. 
Il 10XTris/Glycine Buffer è stato acquistato presso la Bio-Rad. 
Una volta avvenuto il trasferimento su membrana, questa viene riposta in 
una vaschetta su una bascula. Prima di iniziare il blot della membrana viene 
preventivamente preparata una soluzione di TBS (Tris-Buffered Saline) più 
Tween-20 (TBST) (tabella 3.14) supplementata con Non-Fat Dry Milk (Bio-
Rad), polvere contenente proteine che saturano i siti di legame aspecifico 
evitando il background che si verrebbe a creare (tabella 3.15). 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
NaCl 5 M 1.5 M 300 ml 
Tris HCl pH 7.4 1 M 0.2 M 200 ml 
Tween-20 100% v/v 0,05% v/v 500 μl 
H2O deionizzata / / 499.5 ml 
Volume finale / / 1000ml 
Tabella 3.14: reagenti per tampone TBST. 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
Milk 100% w/v 5% w/v 2,5 gr 
TBST / / 50 ml 
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Volume 
finale / / 50 ml 
Tabella 3.15: reagenti per soluzione Milk+TBST. 
Si procede quindi alle operazioni per il blot vero e proprio della membrana, 
descritte di seguito. 
• Fare tre lavaggi in TBST da 5 min ciascuno (le quantità dipendono 
dalla vaschetta in cui viene posizionata la membrana, l’importante è 
ricoprirla del tutto con la soluzione) 
• Svuotare la vaschetta e fare un blocking di 1 h a RT con TBST + 
Milk 
• Eliminare la soluzione di blocking e aggiungere l’anticorpo primario 
con la diluizione più congeniale in TBST + Milk per 2 h a RT. Gli 
anticorpi utilizzati in questo protocollo sono gli stessi primari esposti 
nel paragrafo 2.4: Il Rabbit Polyclonal viene diluito 1:1000, il Mouse 
Monoclonal 1:300 – 1:1000. In più, è stato impiegato anche un 
anticorpo anti-Tubulin Mouse Monoclonal, clone B-512 (Sigma-
Aldrich) con diluizione 1:5000. 
• Recuperare la soluzione con anticorpo primario per poterla 
riutilizzare (massimo 3 volte), e fare tre lavaggi di 10 min con solo 
TBST. 
• Dopo il terzo lavaggio scartare il TBST e aggiungere l’anticorpo 
secondario, propriamente diluito in TBST + Milk, per 1 h a RT. In 
questo protocollo sono stati adottati Goat anti-Rabbit IgG (H+L)-
HRP Conjugate (Bio-Rad) e Goat anti-Mouse IgG (H+L)-HRP 
Conjugate (Bio-Rad) entrambi con una diluizione 1:2500. 
• Eliminare la precedente soluzione e fare tre lavaggi di 5 min con 
solo TBST 
• Sviluppo della membrana: si utilizzano due soluzioni che, miscelate 
in rapporto 1:1, servono per generare un substrato che viene 
processato dall’enzima coniugato con l’anticorpo secondario (ossia 
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la perossidasi di rafano), e genera un segnale chemiluminescenze 
in corrispondenza della banda della proteina di interesse. Le due 
soluzioni vengono miscelate su una superficie di parafilm, su essa 
si appoggia (con l’interfaccia delle bande proteiche verso la 
soluzione) la membrana facendola aderire bene affinché il 
composto possa distribuirsi omogeneamente (si lascia agire per 1 
min circa). A questo punto la membrana viene posta in una 
cassetta autoradiografica (Hypercassette™, Amersham 
Biosciences) tra due fogli trasparenti e si lasciano imprimere le 
lastre radiografiche per il tempo desiderato. Il segnale generato 
dalle soluzioni di sviluppo tende a scemare velocemente, perciò è 
necessario acquisirlo in un breve lasso di tempo, nonostante sia 
possibile lasciar imprimere il segnale su una lastra per una notte, 
laddove esso sia scarso. Infine una macchina sviluppatrice apposita 
(posta in una camera oscura) è stata utilizzata per lo sviluppo delle 
lastre. 
La membrana non viene perduta, una volta utilizzata, ma è possibile 
sottoporla a una reazione di stripping (eliminazione degli anticorpi utilizzati) 
al fine di un nuovo blot con un ulteriore anticorpo: 
• Prendere una provetta da 50 ml e aggiungere 50 ml di Stripping 
Buffer 1x 
• Addizionare 352 µl di β-mercaptoetanolo e miscelare bene. 
• Inserire la membrana nel tubo e porlo 30 min a 50°C in un bagnetto 
termostatato (eventualmente mettendo del parafilm nel tappo) 
mischiando per inversione ogni 10 min. 
• Svuotare il tubo e riporre la membrana in una vaschetta, quindi 
ricominciare con il protocollo precedente. 
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3.7 Saggio di palmitoilazione: Acyl Biotynil Exchange (ABE) 
Il saggio ABE è stato usato per testare se i costrutti ricombinanti di P75NTR 
da noi preparati mantengono inalterata la modifica post-traduzionale di 
palmitoilazione che è necessaria al recettore per instaurare un pathway 
apoptotico. Tale saggio (Fig. 3.2), recentemente pubblicato da Wan J. et al., 
2007, consente di isolare il palmitoiloma da un estratto cellulare e, 
conseguentemente, di recuperare da esso la proteina di interesse. Il 
protocollo si articola in tre fasi: la prima consiste nella trasfezione dei 
costrutti nelle linee cellulari scelte, la seconda nell’estrazione del 
palmitoiloma, e la terza nella precipitazione di tutte le proteine palmitoilate; 
noi inoltre abbiamo eseguito un conseguente saggio Western Blot per 
verificare la presenza di P75NTR. 
 
 
Figura 3.2: Rappresentazione dei passaggi del saggio ABE pubblicato. Lo schema 
rappresenta un polipeptide con vari gruppi sulfidrilici (e un ponte disolfuro) e un residuo di 
acido palmitico legato ad una Cisteina. La NEM (N-Ethylmaleimide) blocca i gruppi 
sulfidrilici liberi delle Cisteine. Successivamente l'NH2OH (Idrossilammina - HA) procede 
nel taglio di tutti i legami tioestere presenti sulla sequenza (appartenenti al residuo 
palmitoilato), generando un gruppo SH libero. Questo gruppo viene legato 
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successivamente dall'HPDP-biotin mediante un ponte disolfuro. Infine la biotina viene 
legata e precipitata con sferette di agarosio coniugate con streptavidina. L'eluizione delle 
beads avviene mediante agenti denaturanti (come il β-mercaptoetanolo) che riducono il 
ponte disolfuro. (Immagine presa da Wan J. et al., 2007) 
3.7.1 Ottimizzazione del protocollo 
Il protocollo originario prevede una serie di passaggi, successivi 
all'eluizione, che consistono in purificazione con cromatografia per affinità, 
proteolisi ed analisi con spettrometria di massa. In questo lavoro si segue 
una strada differente a partire dall'immunoprecipitazione. Innanzitutto 
l'eluizione non porta al distacco della proteina palmitoilata dalla biotina. 
Inoltre (una volta avvenuto l'isolamento del palmitoiloma con beads 
magnetiche) si è optato per un Western Blot finale con un anticorpo che 
permettesse il riconoscimento della proteina di interesse. Ciò ha permesso 
di verificare la presenza effettiva di P75NTR palmitoilata. 
Il saggio ottimizzato si articola come segue: 
• Trasfettare il costrutto di P75NTR di cui testare la palmitoilazione in 
una piastra P150 di SHSY5Y confluenti; nel nostro caso, sono stati 
testati i costrutti A1-P75NTR, S6-P75NTR e P75NTR-eGFP e comparati 
con la palmitoilazione del recettore endogenamente espresso dalle 
PC12 (anch’esse cresciute su una P150); 
• Alle 24h ore dalla trasfezione, porre le piastre in ghiaccio e 
rimuovere il terreno. 
• Fare due lavaggi con PBS freddo e dopo il secondo lavaggio 
rimuoverne tutti i residui. 
• Aggiungere su ciascuna P150 2 ml di RIPA Buffer supplementato 
con Protease Inhibitors (PIs), Phenylmethanesulfonylfluoride 
(PMSF) e NEM. 
• Fare subito lo scraping della piastra e raccogliere il lisato 
dividendolo in due tubi da 2 ml, i quali vengono posti in rotazione 
end-over-end per 1 h. 
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• Centrifugare per 15-30 min a 13000 RPM a 4°C 
• Raccogliere il surnatante e quantificarlo con il metodo Bradford 
precedentemente illustrato (§ 2.5). 
• Suddividere uno dei due surnatanti (l’altro può essere risparmiato 
per un secondo saggio) in sei aliquote da 150 µl ciascuna. 
• Precipitare le sei aliquote con precipitazione in cloroformio-
metanolo (CM), che è così articolata (per aliquote da 150 µl): 
a) Aggiungere 600 µl di MeOH e vortexare 
b) Aggiungere 225 µl di CHCl3 e vortexare 
c) Aggiungere 450 µl di H2O milliQ autoclavata e vortexare 
• Centrifugare 2 min a RT a 13000 RPM. Si creeranno due fasi, 
separate da un’interfase proteica;eliminare la fase superiore con 
una Pasteur di vetro. Aggiungere altri 450 µl di MeOH e mescolare 
per inversione due o tre volte (non vortexare), centrifugare per 1 
min a RT a 13000 RPM ed eliminare il surnatante (sempre con una 
Pasteur di vetro). Lasciare asciugare sotto cappa per circa 5 min il 
pellet di proteine precipitate. 
• Risospendere il pellet in 50 µl di 4SB (4% SDS Buffer) 
supplementato con NEM 10mM e incubare a 37°C per 10 min. 
• Ad ogni vial, una volta che il pellet si è disciolto, aggiungere 150 µl 
di RIPA Buffer supplementato con NEM 1mM, PI 1x, Triton-X 0,2%, 
PMSF 1mM, e infine incubare ON a 4°C con uno shaking blando. 
• Il giorno seguente, riunire i sei tubi in un solo campione, spipettare 
per mescolare, e risuddividerlo in otto aliquote. 
• Rimuovere la NEM facendo 3 precipitazioni CM sequenziali: dopo 
la prima e la seconda precipitazione, sciogliere il pellet in 37,5 µl di 
4SB e mettere a 37°C per 10 min e una volta che il pellet si è 
risospeso, aggiungere 112,5 µl di RIPA Buffer con Triton-X 0,2%. 
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Dopo la terza precipitazione aggiungere 31,25 µl di 4SB e sciogliere 
a 37°C per 10 min. 
• Una volta sciolti i pellet, riunire gli otto campioni in uno solo e 
dividerlo in altri otto tubi puliti: quattro saranno +HA e quattro –HA 
(indicando la presenza o meno di idrossilammina). 
• Aggiungere 120 µl di +HA Buffer alle vial contrassegnate con +HA e 
120 µl di –HA Buffer alle vial contrassegnate con –HA. 
• Incubare a RT per 1 h con rotazione end-over-end. 
• Fare una precipitazione CM e sciogliere gli otto pellet in 30 µl di 
4SB. 
• Aggiungere 120 µl di Low-HPDP-Biotin Buffer ad ogni tubo. 
• Incubare a RT per 1 h con rotazione end-over-end. 
• Fare tre precipitazioni CM sequenziali: dopo la prima e la seconda, 
aggiungere 37,5 µl di 4SB e sciogliere a 37°C per 10 min ed infine 
aggiungere 112,5 µl di RIPA Buffer con Triton-X 0,2%. Dopo la 
terza precipitazione aggiungere 50 µl di PBS più Tween-20 (PBST) 
e 12,5 µl di 2SB (2% SDS Buffer) e far sciogliere a 37°C per 10 
min. 
• Riunire in due tubi: uno segnato con +HA e l’altro con –HA 
• Sciacquare le 3 vial +HA e –HA rimanenti con 90 µl di PBST, 
sottoporre a vortex e ad un breve passaggio in centrifuga per 
raccogliere tutto il materiale. Aggiungere questi 90 µl ai 250 µl 
raccolti nel passaggio precedente (in modo da diluire il più possibile 
l’SDS contenuto nel 2SB) 
• Porre lo stock di Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 (Invitrogen) 
in rotazione end-over-end per 5 min. 
• Aliquotare 100 µl di beads in due vial da 1,5 ml (100 µl per il 
campione +HA e 100 µl per –HA) 
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• Versare tutto il campione +HA e tutto il campione –HA nelle 
corrispettive vial con beads. 
• Mettere i tubi in rotazione end-over-end per 30 min. 
• Posizionare le provette su supporto magnetico e attendere 1-2 min. 
che le beads magnetiche si dispongano su un lato del tubo. 
• Recuperare il contenuto (senza prendere le beads) e trasferirlo in 
un tubo pulito. 
• Fare tre lavaggi delle beads con 500 µl di PBST ad ogni lavaggio, 
vortexare, centrifugare per breve tempo per raccogliere tutto il 
contenuto e rimettere le vial sul supporto magnetico, eliminando il 
PBST. Questo passaggio consente di eliminare quanto più 
aspecifico possibile, ossia proteine non palmitoilate che si legano 
all'HPDP-biotin o alle beads magnetiche. 
• Dopo il terzo lavaggio, eluire le beads in 40 µl di loading buffer 2x 
per staccare le biotine dalla streptavidina. 
I due campioni finali risultanti, linseme ai surnatanti +HA e –HA recuperati 
prima e messi da parte in tubi puliti, e insieme al campione di partenza (che 
funge da controllo positivo) verranno caricati su gel precast per un Western 
Blot. Nelle tabelle 3.16 – 3.24 sono riportate le composizioni dei vari 
reagenti impiegati nel saggio. 
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 Concentrazione stock commerciale 
Tris HCl pH 7.5 20 mM 
NaCl 150 mM 
Na2EDTA 1 mM 
EGTA 1 mM 
NP-40 1% v/v 
Sodio Deossicolato 1% v/v 
Sodio Pirofosfato 2,5 mM 
Β-glicerofosfato 1 mM 
Na3VO4 1 mM 
Leupeptina 1 µg/ml 
Concentrazione finale 1 X 
Tabella 3.16: Ricetta del Ripa Buffer 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
SDS 20% v/v 4% v/v 2 ml 
TrisHCl 
pH 7,4 1 M 0,05 M 0,5 ml 
EDTA 0,5 M 5 mM 0,1 ml 
H2O / / 7,4 ml 
Volume 
finale / / 10 ml 
Tabella 3.17: 4% SDS Buffer (4SB) 
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 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
SDS 20% v/v 2% v/v 1 ml 
TrisHCl pH 
7,4 1 M 0,05 M 0,5 ml 
EDTA 0,5 M 5 mM 0,1 ml 
H2O / / 8,4 ml 
Volume 
finale / / 10 ml 
Tabella 3.18: 2% SDS Buffer (2SB) 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
HPDP-
Biotin 4 mM 1 mM 2,5 ml 
TritonX-
100 10% v/v 0,2% v/v 0,2 ml 
PI 100 X 1 X 0,1 ml 
PMSF 0,1 M 1 mM 0,1 ml 
HA pH 7,4 1 M 0,7 M 7 ml 
H2O / / 0,1 ml 
Volume 
finale / / 10 ml 
Tabella 3.19: Buffer contenente idrossilammina (+HA Buffer) 
 ~ 64 ~ 
 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
HPDP-
Biotin 4 mM 1 mM 2,5 ml 
TritonX-
100 10% v/v 0,2% v/v 0,2 ml 
PI 100 X 1 X 0,1 ml 
PMSF 0,1 M 1 mM 0,1 ml 
TrisHCl 
pH 7,4 1 M 0,05 M 0,5 ml 
H2O / / 6,6 ml 
Volume 
finale / / 10 ml 
Tabella 3.20: Buffer privo di idrossilammina (-HA Buffer) 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
HPDP-
Biotin 4 mM 0,2 mM 0,5 ml 
NaCl 5 M 0,15 M 0,3 ml 
TrisHCl 
pH 7,4 1 M 0,05 M 0,5 ml 
TritonX-
100 10% v/v 0,2% v/v 0,2 ml 
EDTA 0,5 M 5 mM 0,1 ml 
PI 100 X 1 X 0,1 ml 
PMSF 0,1 M 1 mM 0,1 ml 
H2O / / 8,2 ml 
Volume 
finale / / 10 ml 
Tabella 3.21: Buffer con HPDP-biotin (Low HPDP-biotin Buffer) 
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 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
PI 100 X 2 X 40 µl 
PMSF 0,1 M 2 mM 40 µl 
NEM 100 mM 10 mM 200 µl 
RIPA Buffer / / 1720 µl 
Volume 
finale / / 2 ml 
Tabella 3.22: Lysis Buffer supplementato con N-ethylmaleimide (LB + NEM) 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
PI 100 X 2 X 120 µl 
PMSF 0,1 M 2 mM 120 µl 
RIPA Buffer / / 5760 µl 
Volume 
finale / / 6 ml 
Tabella 3.23: Lysis Buffer privo di N-ethylmaleimide (LB) 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
Pepstatin 1 mg/ml 0,25 mg/ml 250 µl 
Leupeptin 10 mg/ml 0,25 mg/ml 25 µl 
Antipain 10 mg/ml 0,25 mg/ml 25 µl 
Chymostatin 10 mg/ml 0,25 mg/ml 25 µl 
EtOH 96% / / 675 µl 
Volume finale / / 1 ml 
Tabella 3.24: Mix di inibitori di proteasi (PI) 100 X 
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3.8 Trasduzione 
La produzione di particelle lentivirali di terza generazione è il risultato della 
trasfezione di più plasmidi: secondo il metodo split-component alcune 
porzioni del genoma virale (opportunamente modificate) vengono ripartite in 
quattro vettori (ovviando a fenomeni di ricombinazione, ad esempio). Questi 
forniscono le proteine essenziali per la generazione del vettore lentivirale, 
ma non per la sua replicazione. La trasfezione di quattro plasmidi (tre 
recanti proteine per il packaging in vitro e uno contenente la cassetta di 
espressione) risulta certamente un forte stress per la cellula. Dunque si 
sceglie una linea cellulare più adatta all'acquisizione di maggiori quantità di 
materiale esogeno. Questa consente l'assemblaggio e il rilascio di vettori 
lentivirali nel mezzo di coltura, che vengono raccolti e utilizzati per l'in-
fezione. 
Successivamente il protocollo di trasduzione permette l'introduzione stabile 
del sistema inducibile Tet-on in cellule di neuroblastoma umano. Il vettore, 
riconoscendo le cellule target mediante le glicoproteine di superficie, infetta 
le cellule ospiti e si integra nel loro genoma, mediante le LTR (Long 
Terminal Repeats) modificate. Nonostante l'ingegnerizzazione del virus lo 
priva della sua capacità replicativa e ricombinativa, le operazioni vengono 
eseguite in un laboratorio BSL2 (Biosafety Level 2) per ragioni di sicurezza. 
E’ un protocollo che si svolge in più giorni poiché alcuni passaggi richiedono 
più tempo. 
 
3.8.1 Produzione di particelle vettore 
La prima fase consiste nella trasfezione dei plasmidi e nel packaging: 
• Scongelare e piastrare le cellule HEK 293T/17 (Human Embryonic 
Kidney T/17, ATCC), le “cellule di packaging”, in una P100 con 
terreno DMEM Hi-Glu (Gibco) supplementato con un FBS privo di 
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tetraciclina (al fine di evitare un’induzione non voluta 
successivamente). 
• Il giorno successivo rimuovere il terreno, fare un lavaggio in PBS e 
staccare le cellule con 1 ml di tripsina (le HEK si staccano molto 
facilmente), aggiungere altri 9 ml di terreno fresco e risospendere. 
• Prelevare pochi µl (8-10 circa) dalla sospensione e gocciarli sulla 
camera di Burker per poi procedere alla conta. Considerando che 
l’agente trasfettante usato non lavora su monolayer confluenti e che 
bisogna trasfettare quattro plasmidi, un buon compromesso è 
piastrare 1,5 x 106 cellule in una P60. Una volta calcolato il numero 
di cellule della sospensione, calcolare e prelevare il volume idoneo 
da piastrare e aggiungere un quantitativo di terreno fino ad arrivare 
a 4,5 ml totali. Riporre la P60 in incubatore a 37°C. 
• Il giorno seguente si procede alla trasfezione di quantità equimolari 
di 4 costrutti: 
  a) pMD2G, 5800bp, 5.5 µg/µl: codifica per l’envelope 
  b) pRSVrev, 4100bp, 4.3 µg/µl: codifica per la proteina Rev 
  c) pMDLGpRRE, 8900bp, 3.6 µg/µl: codifica per tutto il resto. 
  d) il quarto plasmide è uno dei due vettori contenenti A1-P75NTR 
  o S6-P75NTR; 
• La trasfezione è stata effettuata con Effectene Transfection 
Reagent (Qiagen), secondo il protocollo indicato dalla ditta.  
• Lasciare in incubatore ON e la mattina dopo cambiare il terreno, 
rimpiazzandolo con 5 ml di terreno fresco. 
• Preparare una P60 di SH-SY5Y che verrà utilizzata per l'infezione. 
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3.8.2 Infezione 
La seconda parte prevede che i vettori raccolti e filtrati vengano aggiunti al 
terreno di coltura delle cellule di neuroblastoma umano per consentire 
l'integrazione del sistema inducibile nel loro genoma:  
• A 48 ore dall’inizio del packaging, raccogliere in un tubo da 15 ml il 
terreno di coltura delle HEK 293T/17, dove le particelle di vettore 
lentivirale si sono assemblate e centrifugarlo a 500 xg a 4°C per 5 
min: il pellet sarà il debris cellulare e verrà scartato. 
• Prelevare il supernatante e filtrarlo con filtro da 0,22 µm e siringa da 
5 o 10 ml in una nuova provetta da 15 ml. Diluirlo opportunamente 
(in genere 1:5, 1:10 o anche 1:100) in DMEM/F-12 senza siero e 
senza antibiotico, al quale è stato aggiunto anche 4 µg/ml di 
hexadimethrine bromide (Polybrene), un polimero cationico che 
incrementa l’efficienza di infezione da parte di vettori retro e 
lentivirali. La diluizione dello stock virale dipende di volta in volta 
dalla quantità di cellule di packaging di partenza (minore è il 
numero di cellule seminate, minore è la diluizione dello stock; 
generalmente, una diluizione 1:10 era ottimale per i nostri 
esperimenti). 
• Rimuovere il terreno dalla P60 contenente le cellule SH-SY5Y e 
fare un lavaggio con 4 ml di PBS. 
• Aggiungere 1 ml di stock virale diluito + polybrene e incubare 1 h a 
37°C con shaking a croce ogni 10 min. 
• Rimuovere lo stock virale e aggiungere 1 ml di terreno fresco con 
siero senza tetraciclina (per TET Induction). Per l'integrazione del 
transgene è necessario attendere almeno 48 h. 
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3.9 Labelling di P75NTR  
In questa fase si vuole coniugare, mediante reazione enzimatica, un 
substrato biotinilato al dominio extracellulare del recettore trasdotto e 
marcarlo con una sonda, sfruttando il legame con la streptavidina. 
• almeno 48 h dopo l'infezione, le cellule trasdotte sono staccate e 
seminate in willco petri dish (2 x 105 cellule per ogni piastrina), in 
1.1 ml di terreno DMEM/F-12 per TET Induction, contenente 
concentrazioni variabili di Doxiciclina (0, 0.001, 0.01 e 1 µg/ml).  
• 24h dopo la semina fare un paio di lavaggi con PBS 
• Preparare la mix di coniugazione con biotina come da tabella 3.25, 
per un totale di 500 µl per willco. 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
CoA-Biotin 1 mM 10 µM 5 µl 
MgCl2 1 M 10 mM 5 µl 
AcpS/SfpS 40 µM 2 µM 25 µl 
DMEM/F-12 
senza siero e 
senza 
antibiotici 
/ / 465 µl 
Volume finale / / 500 µl 
Tabella 3.25: Reagenti per la mix di coniugazione con biotina 
Acp sintasi (AcpS) e Sfp sintasi (SfpS) sono le PPTasi che catalizzano il 
trasferimento della biotina al tag e si userà AcpS per A1 e SfpS per S6. 
• Aliquotare la mix sulle cellule e incubare a 37°C per 30-40 min. 
• Rimuovere la mix e fare tre lavaggi con 1 ml di PBS ciascuno, per 
willco. 
• Preparare 500 µl di una mix per la marcatura con quantum dots 
come mostrato in tabella 3.26, ed aliquotarli sulle cellule (dopo aver 
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rimosso qualsiasi traccia dell’ultimo lavaggio in PBS), lasciando 
agire 2 min sotto cappa. 
 
 Concentrazione iniziale 
Concentrazione 
finale Volume 
S-Qdot655 1 µM 1-2 nM 1 µl 
Qdot Binding 
Buffer / / 499 µl 
Volume finale / / 500 µl 
Tabella 3.26: Mix per il labelling con Quantum Dot 
• Rimuovere la mix e fare 5 lavaggi con 1 ml di PBS per willco e, 
dopo l’ultimo lavaggio, eliminare qualsiasi traccia di PBS. 
• Aggiungere 1 ml di Imaging Medium alle willco. 
Le cellule sono così  pronte per essere osservate con microscopia TIRF. 
 
3.10 Set up di acquisizione al microscopio 
3.10.1 Microscopia confocale 
I saggi di immunofluorescenza, le localizzazioni di costrutti contenenti e 
proteine fluorescenti e/o l’imaging di marcatori nucleari (DAPI o Hoechst) 
sono stati fatti tramite microscopia confocale. Le immagini vengono 
acquisite con microscopio confocale Leica TCS SP2 su stativo invertito DM 
IRE2 (Leica Microsystems) sfruttando un obiettivo ad immersione in olio 
HCX PL APO CS 63.0X (apertura numerica 1.40), e impostando il pinhole 
ad 1 Airy Unit (AU). Le dimensioni di un frame sono fissate a 512x512 pixel.  
Gli esperimenti potevano essere fatti su vetrini fissati, oppure in petri 
contenenti cellule vive mantenute grazie all’uso di una cameretta 
incubatrice di cui il microscopio poteva essere dotato. 
Preliminarmente alle misure si impostano le lunghezze d’onda di 
eccitazione ed i range di lunghezza d’onda a cui viene raccolta l’emissione 
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per i vari fluorofori adottati, in modo da collegare univocamente per ogni 
canale l’intensità della luce raccolta alla presenza di uno dei fluorofori. 
Spesso le acquisizioni procedono in maniera sequenziale, pur sempre con 
Photomultiplier Tube (PMT) differenti, per evitare la raccolta di segnali spuri 
(cross-eccitazione o bleed-through), specialmente quando si studiano le 
colocalizzazioni. L'eccitazione con i laser e i range di acquisizione sono 
elencati di seguito per ciascun fluoroforo utilizzato: 
• DAPI o Hoechst: canale del blu con un diodo laser a 403 nm e 
range di acquisizione [410-470]nm 
• Alexa647: canale del far-red con laser (He/Ne) a 633nm e range di 
acquisizione pari a [640-670]nm 
• eGFP e Alexa488: canale del verde con laser (Ar) a 488nm e range 
di acquisizione pari a [500-550]nm 
DAPI e Alexa647 sono stati spesso acquisiti contemporaneamente. In 
generale, è stato raccolto anche un canale in trasmissione (Bright Field, BF) 
per controllare la morfologia delle cellule. 
L'analisi delle immagini così acquisite è stata fatta usando il software 
ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Tipicamente, è sempre stata sottratta la 
fluorescenza del background (ricavata da una zona dell'immagine priva di 
cellule), prima di procedere alla quantificazione delle intensità medie di 
fluorescenza per i vari campioni. 
 
3.10.2 Microscopia TIRF 
Le cellule preparate e seminate in willco vengono alloggiate in una camera 
incubatrice oscurata, preriscaldata a 37°C e con il 5% di CO2, di cui la 
strumentazione è dotata. Il microscopio impiegato per le acquisizioni è un 
Leica DM6000 supplementato con il modulo TIRF-AM con quattro linee 
laser, e con una telecamera del tipo electron multiplier charge coupled 
device (EM-CCD; ImagEM C9100-13, Hamamatsu). Anche qui l'obiettivo 
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utilizzato è ad immersione in olio, per la precisione un HCX PL APO 100.0X 
(apertura numerica 1.47). 
I quantum dots vengono visualizzati utilizzando in eccitazione luce laser a 
488nm impostando la lunghezza di penetrazione dell’onda evanescente a 
90nm, ed un filtro di emissione per Qdot655 (Semrock FF01-655/15). Dopo 
aver trovato una o più cellule trasdotte, che quindi presentano sulla loro 
membrana basale un certo numero di recettori marcati con quantum dots, 
viene definita una regione d’interesse (Region Of Interest - ROI) che 
contenga la membrana basale della cellula così trovata. La dimensione 
della ROI viene scelta in modo che il tempo di lettura di tale ROI sul chip 
della CCD (legato al numero totale di pixel nell’immagine) sia inferiore al 
tempo di integrazione scelto di 21ms per frame, in modo da poter sfruttare 
un'opzione definita overlapping mode della camera CCD in uso, che 
permette di uguagliare il tempo che intercorre tra due frame successivi al 
tempo di integrazione. Tale miglioramento della risoluzione temporale si 
traduce nella costruzione di una traiettoria più attendibile. Ogni filmato viene 
impostato di 3000 frame di durata, dunque le acquisizioni finali saranno in 
tre dimensioni: x, y e t. Inoltre il campo cellulare e le singole cellule vengono 
acquisite anche in trasmissione in modalità DIC (Differential Interference 
Contrast) per controllare la morfologia delle cellule. 
 
3.11 Software di analisi 
I filmati di partenza, ottenuti con microscopia TIRF, sono stati processati 
tramite due software successivi, al fine di ottenere dati quantitativi che 
consentano di descrivere le traiettorie e i moti diffusivi seguiti dalle singole 
molecole di recettore. 
 
3.11.1 Costruzione delle traiettorie 
Le immagini acquisite nel tempo vengono analizzate con il software Imaris 
x64 7.3.0 (Bitplane Scientific Software) per trovare la posizione e l'intensità 
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di fluorescenza di ogni singolo spot e costruire le traiettorie. I frame acquisiti 
per ogni filmato sono analizzati alla ricerca di spot corrispondenti a S-Qdot. 
Questi potrebbero anche aderire aspecificamente al vetro della willco; per 
tale motivo, dall’analisi verranno esclusi tutti gli spot al di fuori della 
membrana basale della cellula considerata, come valutato raffrontando il 
filmato in TIRF con l'immagine acquisita in DIC. Il centro di ciascuno spot 
viene individuato impostando un fit gaussiano del profilo di intensità del 
fluoroforo e ogni spot può essere collegato ad un altro in frame precedenti o 
successivi così da costruire una traiettoria in 2D. Le traiettorie potrebbero 
essere interrotte a causa del fenomeno di blinking al quale il Qdot va 
incontro: in questo caso è possibile connettere manualmente porzioni 
ritenute parti successive di una stessa traiettoria. E' però importante 
prestare molta attenzione sulle aree ad alta densità di spot poiché queste 
possono portare a connettere parti di traiettorie differenti. Il programma 
consente anche di eliminare il background e gli spot troppo grandi rispetto 
alla dimensione della funzione di allargamento del punto (Point Spread 
Function - PSF) in microscopia (in genere si imposta un diametro massimo 
di 0.80 μm). In questo modo non vengono tenuti in considerazione degli 
spot troppo poco intensi o zone da cui proviene un alto segnale di 
fluorescenza probabilmente non dovuto a singole molecole. 
 
3.11.2 Analisi delle traiettorie 
Le informazioni sulle traiettorie ottenute (coordinate x e y, tempo di 
acquisizione, intensità degli spot) sono state esportate automaticamente 
tramite uno script sviluppato con il linguaggio di programmazione MATLAB, 
sfruttando il modulo di interfaccia Imaris XT; le traiettorie risultanti sono 
state analizzate sempre tramite script MATLAB. Il codice scritto in tale 
linguaggio di programmazione, precedentemente sviluppato presso il 
laboratorio NEST, procede ad un'iniziale analisi dell'MSD. Tale funzione è 
stata ampiamente utilizzata per determinare il tipo di movimento di una 
molecola, e dal fit di tale funzione si possono ricavare vari parametri che 
caratterizzino la traiettoria (vedi §1.3.3.2). Tuttavia, il moto di un recettore 
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non sempre è ascrivibile ad una singola categoria, ma, spesso, risulta 
multimodale. Perciò il programma opera un'analisi di tipo STALL 
(“Stimulated” Transient Arrest of LateraL diffusion) che consente di 
suddividere una traiettoria multimodale in due o più porzioni, ad ognuna 
delle quali compete un singolo moto. (Suzuki et al., 2007) 
La classificazione delle traiettorie e delle sottotraiettorie permette di 
discriminare preliminarmente due categorie di recettori. La prima 
comprende i recettori più confinati in una porzione della membrana, o 
addirittura bloccati, la seconda comprende le proteine veramente diffusive. 
Successivamente le informazioni ottenute possono essere integrate 
visivamente mediante un programma di analisi dati e grafica (Origin Pro7). 
In particolare, per tutte le traiettorie è stato calcolato il coefficiente di 
diffusione D ricavato dal coefficiente angolare della retta passante per i 
primi due punti dell’MSD (vedi §1.3.3.2). Inoltre le dimensioni di 
un’eventuale area di confinamento sono state valutate sia dal parametro L 
derivante da un fit della MSD tramite l’equazione 1.4, sia considerando lo 
spostamento quadratico medio σr2 dei punti che creano la traiettoria dalla 
media delle loro coordinate. Quando questi due parametri erano 
sufficientemente in accordo fra loro1
 
, le traiettorie sono state considerate 
abbastanza lunghe da esplorare la zona di confinamento, e ne è quindi 
stato considerato il parametro L come da equazione 1.4. Le distribuzioni di 
questi parametri sono state calcolate pesando ogni traiettoria con il numero 
dei punti che la compongono, e sono state normalizzate con area ad 1 o 
alla frazione di traiettorie considerate (sempre pesate con il numero di punti 
che le compongono) per il coefficiente di diffusione (D) o della lunghezza 
dell’area di confinamento (L), rispettivamente. 
                                                          
1 in particolare, il rapporto L/ σr doveva essere compreso fra 1.25 e 4.75 
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
In questo capitolo vengono presentati e discussi i risultati degli esperimenti 
riguardanti il corecettore neurotrofinico P75NTR descritti nel capitolo 3. 
Inizialmente discuto le indagini biochimiche e di localizzazione svolte sulla 
proteina wild-type endogenamente espressa in cellule di neuroblastoma 
umano e feocromocitoma di ratto; questi risultati verranno quindi confrontati 
con quelli sui costrutti ricombinanti che presentino tag fluorescenti o i tag 
corti funzionalizzabili A1 e S6. Nella sezione 4.3 viene mostrato che la 
palmitoilazione, una modifica post-traduzionale importante per il 
funzionamento di P75NTR, avviene sia per i recettori endogeni che per quelli 
ricombinanti. 
Validato il corretto funzionamento dei recettori ricombinanti, si procede con 
uno studio SPT basato sull'innovativa strategia di labelling che sfrutta i tag 
corti A1 e S6 e i Qdot. I risultati finali mostreranno come sia possibile, 
sfruttando software contenenti algoritmi di analisi delle traiettorie a singola 
molecola, distinguere popolazioni recettoriali ascrivibili a diversi tipi di 
dinamica. Inoltre, verrà mostrata l’importanza di poter controllare 
l’espressione delle proteine di interesse, in quanto la sovraespressione dei 
recettori porta a risultati diversi rispetto a quanto trovato a livelli di 
espressione minori. 
 
4.1 Espressione della proteina endogena 
Uno dei primi aspetti fondamentali presi in considerazione in questo studio 
è stato la caratterizzazione dell’espressione e della localizzazione della 
proteina P75NTR endogenamente presente nelle cellule in coltura. Sono 
state scelte per questo scopo due linee cellulari immortalizzate aventi 
fenotipo neuronale: PC12 (feocromocitoma di ratto) e SH-SY5Y 
(neuroblastoma umano). In prima istanza ho voluto valutare in che termini e 
quantità la proteina sia presente in entrambe le linee cellulari: uguali 
quantità di lisati cellulari totali delle due linee sono stati caricati su un gel di 
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acrilamide che è stato corso in condizioni denaturanti e successivamente 
sottoposto a Western Blot. Il primo blot è stato eseguito con un anticorpo 
RP contro P75NTR. Successivamente ho sottoposto la membrana ad uno 
stripping e ho operato un secondo blot usando un anticorpo anti-Tubulina 
(un prodotto proteico di un gene costitutivamente espresso in tutte le linee 
cellulari); i risultati sono riportati in figura 4.1. 
 
 
Figura 4.1: Western Blot per il rilevamento di P75NTR endogeno in PC12 e SH-SY5Y. 
50 µg di lisato cellulare totale di PC12 (lane a sinistra) e SH-SY5Y (lane a destra) sono 
stati sottoposti a SDS-PAGE e successivo blot anti-P75NTR (quadrante superiore) e anti-
tubulina (quadrante inferiore). Come spiegato al § 3.6, la membrana incubata col substrato 
chemiluminescente viene impressa per pochi secondi sulla lastra autoradiografica, la quale 
è poi sottoposta alla macchina sviluppatrice. Il segnale relativo alla lane per PC12 è 
saturato (visibile dallo schiarimento centrale della banda), segno di una eccessiva 
esposizione della lastra sulla membrana per questo campione. Tale esposizione è però 
necessaria per rilevare il segnale molto scarso riscontrato in corrispondenza nella lane 
delle SH-SY5Y. 
Dal confronto tra i due campioni è emerso che la quantità di P75NTR 
espressa in PC12 è molto più cospicua rispetto a quella presente in SH-
SY5Y, fino a saturare il segnale rilevabile con una macchina sviluppatrice 
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dopo pochissimi secondi. Nonostante la differenza di quantità proteica 
presente, è possibile notare come il profilo di bande di P75NTR in ambedue 
le linee risulti pressoché la stessa: principalmente una doppia banda in 
corrispondenza di un peso molecolare di circa 65 kDa. L'anticorpo RP 
contro P75 NTR commerciale è indicato riconoscere un frammento di circa 75 
kDa. In queste linee cellulari si nota sperimentalmente come esso riconosca 
più bande, principalmente tra i 60 e i 75 kDa, probabilmente perché con il 
protocollo per preparare lisati totali cellulari vengano estratte diverse forme 
proteiche corrispondenti a differenti stadi del processo di maturazione. In 
particolare questa proteina, prima di essere traslocata nella membrana 
cellulare, subisce varie modifiche post-traduzionali, prime fra tutte le N-
glicosilazioni che ne aumentano notevolmente il peso molecolare. Il blot con 
anti-tubulina mostra due bande di intensità abbastanza simili (prescindendo 
dalla banda aspecifica a peso molecolare minore nelle SH-SY5Y) a 
conferma del fatto che la quantità di lisato utilizzato per il WB è simile nei 
due campioni.  
4.2 Localizzazione della proteina endogena: saggi di 
immunofluorescenza. 
In questa sezione vengono discussi gli esperimenti che hanno portato ad 
ottimizzare i saggi di immunofluorescenza (IF) per la localizzazione della 
proteina P75NTR; tali esperimenti sono stati svolti nella linea cellulare SH-
SY5Y. 
In laboratorio erano disponibili due anticorpi commerciali adatti al 
rilevamento di P75NTR in IF (vedi § 3.4): l’anticorpo RP precedentemente 
usato e descritto nella fig. 4.1 e un altro anticorpo MM. Quest'ultimo, dalle 
specifiche tecniche, dovrebbe riconoscere una porzione proteica di circa 69 
kDa. Il primo scopo di questo studio è stato quello di valutare quale tra 
questi due anticorpi lavori meglio in IF e le condizioni sperimentali migliori 
per ciascuno di essi. La scelta della linea cellulare SH-SY5Y è stata guidata 
dall’esigenza di porsi nelle condizioni in cui la concentrazione endogena del 
recettore fosse scarsa. L'esperimento è stato articolato utilizzando 
parallelamente tre tipi di detergenti (Saponina, TritonX-100, Tween-20) nella 
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procedura di permeabilizzazione che precede l’incubazione con anticorpo 
primario, il quale è stato successivamente rilevato con un anticorpo 
secondario specifico coniugato al fluoroforo Alexa647. Al termine 
dell'immunofluorescenza, i vetrini montati sono stati analizzati in 
microscopia confocale.  
Immagini rappresentative dei risultati ottenuti con l'uso dell'anticorpo MM o 
RP, dopo permeabilizzazione con i tre detergenti, sono riportate in figura 
4.2 e 4.3, rispettivamente. 
 
 
Figura 4.2: Acquisizione di immagini di immunofluorescenza su SH-SY5Y con 
anticorpo primario α-P75NTR MM, in tre condizioni differenti. Ogni riga corrisponde ad 
un detergente diverso, come indicato a sinistra. Da sinistra a destra sono riportate le 
immagini in Bright Field (BF), nel canale del blu (DAPI), nel canale del rosso (anticorpo 
secondario coniugato con Alexa 647 diretto contro l'anticorpo primario MM), ed infine la 
sovrapposizione di questi due ultimi canali (merge). Barra di scala: 10 µm. 
Sa
po
ni
na
 
Tr
ito
nX
-1
00
  
Tw
ee
n-
20
 
Merge DAPI αP75NTR MM / Alexa 647 BF 
 ~ 79 ~ 
 
 
Figura 4.3: Acquisizione di immagini di immunofluorescenza su SH-SY5Y con 
anticorpo primario α-P75NTR RP. Ogni riga corrisponde ad un detergente diverso, come 
indicato a sinistra. Da sinistra a destra sono riportate le immagini in Bright Field (BF), nel 
canale del blu (DAPI), nel canale del rosso (anticorpo secondario coniugato con Alexa 647 
diretto contro l'anticorpo primario RP), ed infine la sovrapposizione di questi due ultimi 
canali (merge). Barra di scala: 10 µm. 
Per valutare in modo quantitativo quale sia il protocollo di 
permeabilizzazione migliore, le immagini acquisite sono state analizzate 
come segue.  
Una ROI delimitante strettamente la regione cellulare di interesse è stata 
disegnata sulla cellula da analizzare e l'intensità media di fluorescenza al 
suo interno è stata quantificata mediante il programma ImageJ (vedi § 
3.10.1). Questa operazione è stata fatta innanzitutto su un controllo 
negativo, costituito da cellule permeabilizzate e incubate con il solo 
anticorpo secondario. Un esempio di acquisizione e analisi del controllo 
negativo è riportato in figura 4.4. 
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Figura 4.4: Controllo negativo del saggio di immunofluorescenza. Da sinistra a destra: 
acquisizione dell'immagine in Bright Field (BF), nel canale del blu (DAPI), nel canale del 
rosso (anticorpo secondario diretto contro l'anticorpo primario RP); l'ultima immagine 
mostra il Merge tra il canale del blu e quello del rosso. La ROI viene delineata 
sull'immagine corrispondente al canale del rosso e quantificata usando il programma 
ImageJ. Barra di scala: 10 µm. 
Lo stesso tipo di quantificazione è stato poi effettuato per i campioni 
incubati con l'anticorpo primario dopo le tre possibili permeabilizzazioni. In 
questo caso, all'intensità media calcolata all'interno delle ROI è stata 
sottratta la media dell'intensità calcolata per il controllo negativo. I campioni 
sono stati comparati tra loro calcolando la media di intensità netta di 
fluorescenza (Average Fluorescence) all’interno delle ROI considerate, e il 
relativo errore standard (Standard Error) delle diverse cellule analizzate per 
ogni campione.  
La tabella 4.1 mostra i risultati ottenuti. 
Campione Average Fluorescence 
Standard 
Error Numero di cellule 
Saponina/Anti-MM 0.6 0.3 10 
TritonX100/Anti-MM 3.0 0.4 10 
Tween20/Anti-MM 2.5 0.7 10 
Saponina/Anti-RP 12.3 2.0 10 
TritonX100/Anti-RP 8.6 0.9 10 
Tween20/Anti-RP 8.3 0.9 10 
Tabella 4.1: Parametri di IF. Fluorescenza media per pixel e suo errore standard 
all’interno delle cellule analizzate per ogni campione. 
Gli esperimenti sopra discussi mostrano come il segnale acquisito con anti-
P75NTR MM sia in generale più basso e disomogeneo a paragone con 
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l'anticorpo RP. Infine la tabella 4.1 sottolinea che le combinazioni migliori 
per un buon saggio di immunofluorescenza sono anti-P75NTR RP con 
Saponina e anti-P75NTR MM con TritonX-100, come mostrato dalla colonna 
dei valori di intensità di fluorescenza media misurata da un campione di 
circa 10 cellule per esperimento. Questi dati mi hanno inoltre incoraggiato a 
usare, per i successivi saggi di IF, solo l'anticorpo RP. 
Come si può inoltre evincere anche dagli esempi riportati nelle Figg. 4.2 e 
4.3, la localizzazione del recettore endogeno in SH-SY5Y sembra 
distribuirsi sulla membrana plasmatica e nel citoplasma, probabilmente in 
vescicole internalizzate per il recycling o per la degradazione, oppure nel 
reticolo endoplasmatico e/o in vescicole in cui avviene la maturazione della 
proteina. In più, nel caso delle cellule incubate con anti-P75NTR RP si nota la 
rilevazione di un certo pool recettoriale nucleare: questo può essere dovuto 
al fatto che l'anticorpo in questione riconosce l'ICD del recettore, che viene 
traslocato nel nucleo per attivare il fattore di trascrizione NF-κB 
(Provenzano MJ. et al., 2011). Comunque si rendono necessari ulteriori 
saggi a conferma di questa ipotesi. 
 
4.3 Espressione e localizzazione dei costrutti ricombinanti. 
Il passo successivo in questo lavoro di tesi è stato l’utilizzo di costrutti 
ricombinanti di P75NTR che permettessero la visualizzazione in fluorescenza 
della proteina in cellule vive. Il primo analizzato è stato un costrutto 
commerciale di fusione P75NTR-eGFP: la fusione con il fluoroforo codificato 
geneticamente è tra i più semplici da analizzare, poiché è possibile 
visualizzarlo direttamente con un microscopio a fluorescenza dopo la sua 
trasfezione nelle cellule. Il costrutto P75NTR-eGFP è stato quindi trasfettato 
transientemente mediante lipofezione in SH-SY5Y e PC12. In prima analisi 
ho voluto indagare sull'espressione del costrutto mediante WB utilizzando 
lisati totali delle cellule trasfettate, come riportato in Fig. 4.5. 
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Figura 4.5: Western Blot su SH-SY5Y e PC12 trasfettate con P75NTR-eGFP.  50 µg di 
lisato cellulare totale di PC12 (lane a sinistra) e SH-SY5Y (lane a destra) trasfettati con 
P75NTR-eGFP sono stati sottoposti a SDS-PAGE e successivo blot anti-P75NTR (quadrante 
superiore) e anti-tubulina (quadrante inferiore). Le bande corrispondenti al costrutto 
ricombinante intero, alle sue possibili forme degradate o non completamente maturate, e 
alla proteina endogena sono indicate con delle frecce colorate in figura. 
Nell'immagine si nota che l’espressione del costrutto ricombinante intero, 
nella forma completamente glicosilata, è riscontrabile come una doppia 
banda che corre più lentamente rispetto alla proteina endogena, ad un peso 
compreso tra ≈80 e  ≈110 kDa (figura 4.1). E' interessante vedere come le 
bande corrispondenti a P75NTR-eGFP siano più intense in SH-SY5Y 
piuttosto che in PC12: questo può indicare una maggiore attitudine degli 
apparati di trascrizione e traduzione della prima linea immortalizzata ad 
esprimere una cassetta di natura esogena. Nel WB compare anche, più 
marcatamente per le PC12 che per le SH-SY5Y, come già visto in figura 
4.1, la doppia banda corrispondente a P75NTR endogeno (freccia blu in 
figura). 
Compaiono inoltre, più marcatamente in SH-SY5Y che in PC12, bande a 
basso peso molecolare di probabile degradazione del costrutto o di forme 
ancora non maturate dello stesso. Infine il WB per la tubulina rivela anche 
qui che le quantità di lisato caricato nei pozzetti sono abbastanza simili. 
In previsione di dover marcare in modo selettivo solo il pool di membrana di 
P75NTR ricombinante, il mio gruppo di ricerca ha preparato altri due costrutti, 
dove all'interno del costrutto precedentemente descritto P75NTR-eGFP sono 
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stati inseriti, in posizione N-terminale, due tag di 12 amminoacidi ideali per il 
labelling di superficie (vedi § 1.3.1), generando così i costrutti A1-P75NTR-
eGFP e S6-P75NTR-eGFP. Analogamente a quanto mostrato prima, ho 
operato un WB su questi due costrutti trasfettati in SH-SY5Y. I risultati del 
saggio sono riportati in Fig. 4.6. 
 
Figura 4.6: Western Blot su SH-SY5Y, a partire da 50 µg di lisato. Nella lane a sinistra, i 
risultati ottenuti da cellule trasfettate con il vettore contenente il costrutto A1-P75NTR-eGFP; 
in quella a destra, per cellule contenenti S6-P75NTR-eGFP. 
Come evidente dal confronto tra la figura 4.3 e la 4.4, il profilo di bande di 
A1-P75NTR-eGFP e di S6-P75NTR-eGFP è identico a quello di P75NTR-eGFP. 
Ciò rispecchia quanto visto per il costrutto precedente, cioè che la cassetta 
esogena viene ben tollerata ed espressa a livelli ingenti in SH-SY5Y.  
Parallelamente alla valutazione dell'espressione di questi costrutti 
ricombinanti di P75NTR in WB, gli stessi sono stati analizzati in microscopia 
confocale sfruttando la fluorescenza di eGFP, per valutare anche la loro 
localizzazione in cellule vive. I risultati, riportati qui solo per P75NTR-eGFP, 
sono riassunti nella figura 4.7. 
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Figura 4.7: Acquisizioni con microscopio confocale di SH-SY5Y trasfettate con 
P75NTR-eGFP. Da sinistra a destra: acquisizione dell'immagine in Bright Field (BF), nel 
canale del verde (eGFP), nel canale del blu (Hoechst); l'ultima immagine mostra il Merge 
tra il canale del blu e quello del verde. Barra di scala: 10 µm. 
La figura 4.7 mostra un gruppo esemplificativo di cellule SH-SY5Y vive 
trasfettate col costrutto, che si riconoscono al microscopio confocale dalle 
non trasfettate grazie alla fluorescenza di eGFP. E' evidente la 
localizzazione del costrutto in membrana plasmatica, in vescicole 
citoplasmatiche che verosimilmente contengono recettore riciclato o 
endocitato o in via di maturazione, e infine nel comparto nucleare, dove il 
recettore sembra accumularsi a livello dell'involucro piuttosto che a livello 
intranucleare. Questi dati sono sostanzialmente in accordo con quanto visto 
per il corrispettivo P75NTR endogeno in SH-SY5Y (figura 4.2 e 4.3). Tuttavia 
il costrutto ricombinante P75NTR-eGFP sembra localizzare a livello di 
membrana plasmatica e nucleare in modo più definito rispetto alla 
controparte endogena. Questo può essere spiegato dalla maggior 
espressione del costrutto ricombinante rispetto alla proteina endogena in 
SH-SY5Y (vedi figura 4.5): maggiori livelli di espressione possono infatti 
aiutare nel miglioramento di un segnale proveniente da comparti 
subcellulari molto sottili come la membrana plasmatica o quella nucleare. 
Tuttavia, per sincerarsi che anche la proteina endogena sia effettivamente 
presente a livello della membrana plasmatica e di quella nucleare, ho 
effettuato un saggio di IF in PC12 trasfettate con GFP-farnesile, un marker 
della membrana plasmatica, o con RFP-laminina, che marca la membrana 
nucleare. Le PC12, infatti, esprimono più proteina endogena delle SH-SY5Y 
(figura 4.1). L’obiettivo principale è quello di evidenziare un'eventuale 
colocalizzazione della proteina P75NTR endogena con tali marcatori. I 
risultati della colocalizzazione sono esemplificati in figura 4.8. 
 ~ 85 ~ 
 
 
Figura 4.8: Saggio di colocalizzazione su PC12 con anticorpo primario α-P75NTR RP e 
marker di membrana plasmatica o nucleare. Pannello superiore, da sinistra a destra: 
immagine acquisita in BF, nel canale del verde (per il marker GFP-farnesile), nel canale del 
blu (DAPI), nel canale del rosso (Alexa647) e infine il Merge degli ultimi tre canali. Pannello 
inferiore, da sinistra a destra: acquisizione in BF, nel canale del rosso (per il marker RFP-
laminina), nel canale del blu (DAPI), nel canale del verde (Alexa488) e infine il Merge degli 
ultimi tre canali. Barra di scala: 10 µm. 
 
Da questi saggi di IF è possibile concludere che anche la proteina 
endogena P75NTR  localizza sulla membrana plasmatica e, seppur in misura 
minore, anche su quella nucleare. 
Infine, per verificare ulteriormente che la localizzazione della proteina 
ricombinante fosse simile a quella della proteina endogena, ho eseguito un 
saggio di IF di questo costrutto in SH-SY5Y, usando lo stesso anticorpo e le 
stesse condizioni sperimentali ottimizzate per il rilevamento della proteina 
endogena (vedi figura 4.3 e tabella 4.1). I risultati sono esemplificati in 
figura 4.9. 
 
Figura 4.9: Saggio di IF con l'anticorpo anti-P75NTR RP su cellule SH-SY5Y trasfettate 
con il costrutto P75NTR-eGFP. Da sinistra: Immagine in BF, canale del verde (per 
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visualizzare la GFP del costrutto ricombinante), canale del blu (DAPI), canale del rosso 
(Alexa647) e infine il Merge degli ultimi tre canali. Barra di scala: 10 µm. 
In conclusione, gli esperimenti illustrati finora mostrano come un tag di 
quasi 30 kDa come eGFP non sembri influenzare la localizzazione di 
P75NTR lasciando inalterati i domini di riconoscimento dell'anticorpo anti-
P75NTR RP già precedentemente utilizzato per visualizzare in IF la proteina 
endogena (Fig. 4.3). Inoltre P75NTR-eGFP possiede una distribuzione sia in 
membrana plasmatica, che a livello citoplasmatico che a livello della 
membrana nucleare, similmente a quanto riscontrato precedentemente per 
la proteina endogena. Gli esperimenti finora condotti mostrano come i 
costrutti ricombinanti agiscano conformemente al recettore wild-type. 
 
4.4 Verifica delle modifiche post-traduzionali 
Per avere una prova definitiva della funzionalità di P75NTR nel costrutto 
ricombinante, ho voluto analizzare una modifica post-traduzionale di 
fondamentale importanza per la corretta traslocazione di questo recettore in 
membrana e l’espletamento delle sue funzioni di signalling: la 
palmitoilazione. Ho quindi allestito un saggio ABE (vedi § 3.7 per i dettagli), 
per investigare in WB la presenza di P75NTR in lisati di cellule contenenti le 
sole proteine palmitoilate (palmitoiloma). Infatti, tramite una reazione che 
necessita di HA, in tutte le proteine palmitoilate il gruppo palmitoile viene 
sostituito con una biotina, e questo consente di separarle dalle altre del 
lisato cellulare, usando delle beads magnetiche rivestite con streptavidina. 
Ho scelto di investigare innanzitutto, come controllo positivo della 
funzionalità del saggio ABE, la palmitoilazione della proteina 
endogenamente espressa dalle cellule PC12. La scelta di questa linea 
cellulare è dovuta al fatto che le PC12 esprimono più proteina endogena 
delle SH-SY5Y (Fig. 4.1), quindi costituiscono un migliore punto di partenza 
per il saggio. Il saggio ABE, infatti, si articola in numerosi passaggi e 
prevede l'uso di molteplici reagenti che potrebbero ridurre non poco la 
concentrazione della proteina endogena in esame del lisato di partenza. I 
risultati del WB finale del protocollo sono mostrati in Fig. 4.10. 
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Figura 4.9: Western Blot a seguito del saggio ABE per la proteina endogena in PC12. 
Input: costituisce il lisato di partenza; -HA: campione trattato con –HA Buffer: +HA: 
campione trattato con +HA Buffer; SPN –HA e SPN +HA: i supernatanti raccolti a seguito 
della precipitazione con beads di streptavidina, rispettivamente del campione –HA e +HA. 
La lane +HA rappresenta il campione a seguito del saggio ABE completo, la lane –HA è un 
controllo negativo, tutte le altre lane costituiscono dei controlli positivi. 
 
Si nota che il segnale visibile nel pozzetto +HA è decisamente più intenso di 
quello del pozzetto -HA: solo se nel lisato è aggiunta idrossilammina la 
proteina P75NTR può essere biotinilata e, a seguito del pull-down con beads 
di streptavidina, viene precipitata e visualizzata in WB. Un ulteriore controllo 
che ho voluto inserire sono i due supernatanti rimasti una volta avvenuta la 
precipitazione del palmitoiloma biotinilato. Come previsto, sembra esserci 
P75NTR anche in questi campioni, per vari possibili motivi: i) non tutta la 
P75NTR biotinilata è necessariamente catturata dalle beads streptavidinate; 
ii) la reazione di scambio palmitoile-biotina non avviene con una resa del 
100% e una piccola percentuale di proteina palmitoilata può rimanere nel 
supernatante; iii) non tutta la P75NTR espressa dalle cellule subisce questo 
tipo di modificazione post-traduzionale. Quest’ultimo fatto può dipendere 
dallo stadio di maturazione della proteina (e quindi dalla sua localizzazione 
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cellulare) e dalla necessità del signalling in cui è coinvolta la 
palmitoilazione. 
Una volta sincerata l’efficienza del saggio ABE per rilevare la 
palmitoilazione di P75NTR endogena, ho operato un saggio ABE su SH-
SY5Y trasfettate con P75NTR-eGFP, mostrato in figura 4.10. 
 
Figura 4.10: Western Blot del saggio ABE su SH-SY5Y trasfettate con il costrutto 
P75NTR-eGFP. Input: lisato di partenza; -HA: campione trattato con –HA Buffer: +HA: 
campione trattato con +HA Buffer; SPN –HA e SPN +HA: i supernatanti rispettivamente del 
campione –HA e +HA. La lane +HA rappresenta il campione contenente P75NTR a seguito 
del saggio ABE completo, tutte le altre lane fungono da controlli. 
Il WB mostra, dal confronto tra i campioni +HA e –HA, come anche la 
proteina ricombinante, analogamente a quella endogena, vada incontro a 
palmitoilazione. Ciò dimostra che essa mantiene le stesse proprietà 
biochimiche della proteina endogena e svolge, dunque, le medesime 
funzioni. 
Per investigare la funzionalità della proteina ricombinante ottenuta in 
seguito all’inserzione di A1 e S6 sono invece stati usati due costrutti diversi 
(vedi § 3.1) in cui il tag eGFP in posizione C-terminale è stato rimosso. Tali 
costrutti sono clonati proprio nel vettore contenente la cassetta di induzione, 
perciò, una volta trasfettati in cellule SH-SY5Y, sono stati indotti con 
doxiciclina. I lisati ottenuti da tali colture sono stati sottoposti al saggio ABE. 
Il risultato per A1-P75NTR è mostrato in figura 4.11: 
 ~ 89 ~ 
 
 
Figura 4.11: Western Blot di un saggio ABE effettuato su SH-SY5Y trasfettate con A1-
P75NTR. Input: lisato cellulare di partenza; -HA: campione trattato con –HA Buffer: +HA: 
campione trattato con +HA Buffer; SPN –HA e SPN +HA: i supernatanti rispettivamente del 
campione –HA e +HA. La lane +HA rappresenta il campione contenente P75NTR a seguito 
del saggio ABE completo, tutte le altre lane fungono da controlli. 
Il risultato, riportato al momento solo per A1-P75NTR, è evidente: il tag A1, 
derivato corto della proteina ACP che consente il labelling del recettore 
correttamente traslocato sulla superficie delle cellule, non sembra inficiare 
le caratteristiche biochimiche del recettore, che viene normalmente 
palmitoilato. 
 
4.5 Visualizzazione di singole molecole di P75NTR 
Una volta saggiata la funzionalità delle proteine P75NTR ricombinanti 
marcabili con sonde fluorescenti, abbiamo indagato l'effettiva idoneità di 
questi costrutti per studi a singola molecola. Tali esperimenti sono stati 
effettuati in cellule SH-SY5Y trasdotte con A1-P75NTR e S6-P75NTR. 
Sono partito dall'amplificazione delle sequenze di cDNA di A1-P75NTR e S6-
P75NTR nel pReceiver-M03 escludendone la eGFP, per clonarle poi nel 
vettore lentivirale pTRE, contenente, oltre al transgene, anche l'apparato di 
induzione tet-on che consente l’espressione del costrutto solo in presenza 
di doxiciclina (vedi Figg. 1.8 e 3.1). Lo scopo è quello di verificare se il 
procedimento basato sull’utilizzo dei tag A1 e S6, clonati in frame con 
P75NTR, consenta di visualizzare e tracciare singole molecole di recettore in 
membrana. I costrutti contenenti P75NTR vengono marcati come di seguito 
descritto: una volta che il recettore è espresso nelle cellule target e viene 
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traslocato nel bilayer fosfolipidico, subisce un processo di biotinilazione, 
mediato dalla reazione enzimatica tramite l’opportuna PPTasi, proprio in 
corrispondenza dei tag A1 e S6; infine i Qdot655 rivestiti di streptavidina si 
coniugheranno con la biotina. Inoltre, sfruttando l'inducibilità della cassetta 
di espressione, è possibile valutare l'andamento della variazione del 
numero di recettori marcati, ed eventualmente cambiamenti nei loro moti 
diffusivi sulla membrana, a concentrazioni crescenti di doxiciclina e quindi di 
proteina espressa. 
Una volta costruita la particella virale contenente il gene chimerico per A1-
P75NTR o S6-P75NTR, ho quindi trasdotto la linea SH-SY5Y. La scelta di 
questa linea è motivata dal fatto che, avendo di per sé un contenuto 
estremamente basso di P75NTR (Fig. 4.1), è possibile seguire praticamente 
l’intero pool di membrana di P75NTR prescindendo dallo scarso pool 
endogeno; è dunque possibile eliminare quasi del tutto le eventuali 
interazioni endogeno/ricombinante e di procedere con uno studio SPT su 
tutte le singole molecole. Quindi in caso di interazioni tra molecole di 
recettore è in linea di principio possibile contare il numero di recettori 
interagenti (e che quindi si muovono insieme) dato che questi sono tutti 
marcati. L’espressione del transgene è stata valutata, mediante labelling di 
superficie con concentrazioni dell'ordine del nanomolare di Qdot655, in 
assenza di induttore ed a tre diverse concentrazioni di doxiciclina. L’analisi 
è stata effettuata tramite microscopia TIRF, consentendo di acquisire filmati 
dei movimenti delle molecole di recettore a livello della membrana basale. 
Alcune immagini significative estrapolate da tali filmati sono riportate in Fig. 
4.12 per cellule trasdotte con A1-P75NTR (analoghi risultati sono stati ottenuti 
per quelle trasdotte con S6-P75NTR). 
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Figura 4.12: SH-SY5Y trasdotte con pTRE (contenente A1-P75NTR) e marcate con S-
Qdot655. Il pannello superiore mostra le immagini in DIC acquisite su un campo di cellule, 
selezionando una ROI che consenta un focus sulla cellula. Nel pannello inferiore è 
mostrato un frame della relativa acquisizione temporale in TIRF dei Qdot655 sulla ROI 
precedentemente selezionata. Inoltre vengono mostrare, nel margine superiore, le 
concentrazioni crescenti di doxiciclina. Barra di scala: 10 μm. 
Dalle osservazioni fatte su qualche decina di cellule, la marcatura con 
Qdot655 funziona e consente di visualizzare molecole di P75NTR 
ricombinante sulla membrana basale delle cellule trasfettate. Inoltre, il 
numero di Qdot655 visibili cresce con l'aumento della dose di induttore 
aggiunto al terreno di coltura. Si è trovato che una concentrazione di 
doxiciclina ottimale per lo studio dei moti diffusivi di singole molecole di 
recettore sembra essere 0,001 μg/ml. E' visibile un certo numero di recettori 
marcati anche laddove non è stato aggiunto induttore al terreno di coltura: 
una spiegazione possibile è che la preparazione del siero privo di 
tetraciclina non sia stata ottimale e l'antibiotico sia rimasto in tracce. 
Comunque è un dato che non inficia il risultato, poiché il numero di cellule 
ritrovate con attivazione basale è stato molto scarso. In considerazione del 
fatto che sono stati analizzati numerosi campi contenenti decine di cellule 
ognuno, la presenza di induzione basale risulta decisamente ininfluente ed 
è stata qui riportata solo a titolo esemplificativo. 
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4.6 Analisi della diffusione di membrana di P75NTR 
I filmati acquisiti con microscopia TIRF delle cellule trasdotte con A1-p75NTR 
e S6-p75NTR e indotte con concentrazioni crescenti di doxiciclina sono stati 
analizzati con il programma Imaris. Le analisi sono state condotte in 
parallelo su tutti e quattro i campioni (corrispondenti a quattro diverse 
concentrazioni di induttore) con identici parametri, su un totale di 16 cellule. 
 
Figura 4.13: Traiettorie acquisite da Imaris su un filmato di 1001 frame su una cellula 
esprimente A1-P75NTR, indotta con 0.001 μg/ml di doxiciclina. Le traiettorie sono 
superimposte all’immagine del primo frame del filmato (Look Up Table rossa). La 
localizzazione del recettore in tale frame viene rappresentato da uno spot blu; le traiettorie 
sono colorate con una scala colorimetrica variabile in funzione del tempo (riportata in 
basso a destra). Si notano anche segnali al di fuori del contesto cellulare: questi sono Qdot 
immobili aspecificamente adesi al vetrino della willco. Barra di scala: 5μm. 
In Fig. 4.13 è riportato un esempio di finestra di output del programma 
Imaris, riportante i risultati dell’elaborazione di un filmato di 1001 frames 
acquisito su una cellula trasdotta con vettore lentivirale contenente A1-
p75NTR nella cassetta di espressione, e indotta con 0.001 μg/ml di 
doxiciclina. Vi sono rappresentate tutte le traiettorie (linee spezzate di 
colore variabile) ricavate dal programma, eventualmente connesse e 
ritenute valide dopo un controllo dell’operatore; queste sono sovraimposte 
 ~ 93 ~ 
 
ad un’immagine di un singolo frame, di cui sono mostrate le posizioni degli 
spots all’interno delle traiettorie (sfere blu).  
 
 
Figura 4.14: Grafici risultanti dall'analisi delle traiettorie acquisite per A1-P75NTR. 
Pannello A: Esempi di traiettorie: i punti (collegati da linee nere) rappresentano le 
coordinate ricavate per ogni frame, e sono colorati a seconda del tempo trascorso 
dall’inizio del filmato secondo le scale colorimetriche riportate; a sinistra un esempio di 
traiettoria bloccata sulla superficie cellulare, a destra un esempio di traiettoria diffusiva in 
membrana. Pannello B: a sinistra il grafico delle distribuzioni ottenute per il coefficiente di 
diffusione D; a destra il grafico delle distribuzioni ottenute per la lunghezza di confinamento 
L. In entrambi i casi sono rappresentati i risultati ottenuti per ciascuna concentrazione di 
induttore adottata (doxiciclina). 
 
La successiva analisi delle traiettorie ha sfruttato codici MATLAB già 
esistenti presso il laboratorio NEST e precedentemente utilizzati per lo 
studio sul recettore TrkA. Questa analisi è completamente automatizzata e 
consente di suddividere la totalità delle traiettorie acquisite e raggrupparle in 
sottocategorie. Alla fine, la sequenza di algoritmi consente di estrapolare 
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alcuni parametri distintivi dei gruppi o dei sottogruppi di traiettorie. A titolo di 
esempio, il pannello 4.14 B mostra le distribuzioni (normalizzate) del 
coefficiente di diffusione (D) e della lunghezza di confinamento (L) per 
P75NTR, come ricavate da tutte le traiettorie, pesate per il numero di punti 
che le compongono. Per il calcolo dei parametri si vedano § 1.3.3.2 e § 
3.11.2. 
Il pannello A della figura mostra, a titolo esemplificativo, a sinistra un 
esempio di traiettoria bloccata, la cui estensione è quasi completamente 
data dall’incertezza nella localizzazione del centro dello spot corrispondente 
all’immagine della singola molecola; a destra un esempio di traiettoria 
diffusiva di un recettore che percorre un'area molto più grande, all'interno 
della quale può diffondere liberamente. La scala colorimetrica rappresenta il 
tempo di acquisizione: ciò consente di individuare l'inizio e la fine della 
traiettoria. Questi due grafici mostrano gli estremi di un vasto range di tipi di 
dinamica dei recettori: l'analisi MATLAB, difatti, restituisce una gamma 
eterogenea di traiettorie, nonostante quelle mostrate siano le tipologie 
maggiormente riscontrate nel caso specifico di P75NTR senza ligandi. 
Il pannello B rappresenta le diverse distribuzioni dei coefficienti di diffusione 
(a sinistra) e delle lunghezze di confinamento (a destra), relativamente alle 
varie concentrazioni di induttore. Per quanto riguarda le distribuzioni del 
parametro D, in generale si notano due picchi, uno a valori bassi del 
coefficiente D ed uno a valori più alti, eventualmente corredato di una spalla 
o di un picco minore a valori leggermente più bassi. Il picco a valori più 
bassi, intorno a 10-3 μm2/s, è preponderante nel caso in cui non ci sia stata 
induzione con doxiciclina, mentre sparisce quasi del tutto man mano che 
l'induttore è in concentrazioni crescenti. Questa popolazione corrisponde, 
molto probabilmente, a Qdots adesi aspecificamente al vetro e infatti il 
valore di D ad essa relativo risulta molto basso. La rilevanza di tali Qdots 
diminuisce quando aumenta il numero di recettori effettivamente marcati, 
poiché si nota una distribuzione preponderante nell’intervallo 10-1 - 1 μm2/s. 
In particolare, un più alto numero di recettori con alto coefficiente diffusivo è 
riscontrabile a 0.001 e 0.01 μg/ml di induttore, segno che queste due 
concentrazioni possano risultare più idonee per lo studio di molecole 
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veramente diffusive. A concentrazioni crescenti di doxiciclina si assiste ad 
un piccolo spostamento del picco massimo verso D minori, indicando un 
rallentamento della diffusione recettoriale in membrana. Addirittura, alla 
concentrazione di 1 μg/ml di induttore, il picco compreso nell’intervallo di D 
pari a 10-1 - 1 μm2/s si abbassa e un secondo picco si genera in un range 
compreso tra 10-2 e 10-1 μm2/s. Ciò significa che una certa percentuale di 
recettore sembra rallentare il suo moto diffusivo di circa 10 volte, a causa 
della sovraespressione proteica, e che la popolazione recettoriale più 
veloce risulta depauperata. Tutto ciò indica che la maggior concentrazione 
di recettori sulla membrana inficia i risultati dell’analisi SPT effettuata. Per 
spiegare tali osservazioni si può considerare un fenomeno di crowding dei 
recettori, per cui questi tendono, in linea generale, a rallentare il rispettivo 
moto diffusivo all'interno della membrana, poiché possiedono uno spazio 
minore all'interno del quale poter diffondere o perché le loro interazioni li 
rallentano. 
La distribuzione della lunghezza di confinamento delle traiettorie (parte 
destra del pannello B di Fig. 4.14) conferma quanto visto finora per il 
parametro D. Anche qui è possibile fare delle considerazioni generali: 
tendenzialmente la distribuzione del parametro L vede delle aree 
preponderanti. In assenza di induttore, risulta evidente un picco per un 
valore di L intorno allo zero: esso deriva dalla popolazione di qDots 
bloccata. Da notare che la localizzazione dei Qdots nelle singole immagini 
non è perfetta neanche per Qdots immobili, ma subisce delle minime 
fluttuazioni, che descrivono un'area di confinamento estremamente ridotta 
nel caso, per cui il parametro L non è uguale a zero neanche in questo  
caso. La presenza di questo picco, comunque, perde di rilevanza a 
concentrazioni crescenti di doxiciclina, quando crescono i picchi a valori di L 
più alti; questi sono rilevabili sempre a concentrazioni di induttore pari a 
0.001 e 0.01 µg/ml, a conferma del fatto che esiste un numero maggiore di 
proteine che seguono un moto veramente diffusivo e la cui area di 
confinamento risulta, quindi, molto ampia. Nel caso in cui la concentrazione 
di induttore porta ad una sovraespressione di P75NTR, si genera un picco a 
valori di L più bassi. Questa tendenza del parametro L mette in evidenza un 
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secondo effetto del molecular crowding: una sovraespressione del recettore 
in membrana sembra diminuire l'area in cui una singola molecola può 
muoversi, oppure porta alla formazione di complessi più confinati dovuti 
all’interazione fra i recettori. 
Questi dati, seppur debbano essere confermati da una maggiore statistica 
di traiettorie analizzate, possono essere considerati un primo traguardo 
nella comprensione della dinamica di membrana di P75NTR. Inoltre, 
dall’analisi emerge che il livello di espressione del costrutto analizzato è di 
importanza fondamentale in studi di SPT. Nel caso di P75NTR, è chiaro che 
concentrazioni comprese tra 0.001 e 0.01 µg/ml di doxiciclina determinano 
ottime modulazioni dell’espressione recettoriale in membrana, per la 
strategia qui adoperata, in quanto non limitano la reale diffusività 
molecolare. Viceversa, l’induzione ottenuta usando 1 µg/ml di doxiciclina 
determina un eccessivo numero di recettori espressi dalle cellule e, in 
corrispondenza, un apparente rallentamento della loro dinamica. 
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5. CONCLUSIONI E SVILUPPI 
FUTURI 
Questo lavoro di tesi dimostra l'efficacia di una nuova tecnica, basata su tag 
corti di ultima generazione, per lo studio della dinamica di membrana del 
recettore neurotrofinico P75NTR in colture di cellule vive. Inizialmente sono 
state analizzate le proprietà di due derivati corti dell'ACP (A1 ed S6) sia sul 
piano biochimico che su quello funzionale, utilizzando protocolli di western 
blot, di immunofluorescenza, e di controllo della palmitoilazione dei costrutti.  
Questi hanno mostrato come A1-P75NTR e S6-P75NTR non differiscano dalla 
proteina endogena per quanto riguarda la maturazione, la traslocazione in 
membrana e, in generale, la natura del recettore. Successivamente si è 
focalizzata l'attenzione sull'idoneità di questi costrutti per studi a singola 
molecola, perciò essi sono stati clonati in un sistema di espressione 
inducibile e marcati con una strategia che prevede l'utilizzo di Quantum 
Dots e che ha permesso di visualizzare singole molecole di recettore 
tramite microscopia TIRF. Uno dei vantaggi dei protocolli utilizzati, che si 
evince dai risultati ottenuti, consiste nel controllo del livello di espressione 
del costrutto e quindi nella scelta della concentrazione di recettore ideale 
per evitare il molecular crowding, un fenomeno che, come osservato, inficia 
l'analisi delle traiettorie recettoriali. I risultati mostrati in questa tesi 
descrivono i risultati di SPT finora ottenuti con il recettore marcato con il tag 
A1; quelli relativi ad S6 sono ancora in fase di elaborazione, ma è verosimile 
che anche in questo caso osserveremo una dipendenza della mobilità del 
recettore dalla dose di doxiciclina usata simile a quanto visto per il costrutto 
A1-P75NTR. 
L’approccio descritto in questa tesi offre numerosi spunti di applicazioni 
future per investigare altrettanti problemi di natura biologica e biofisica 
riguardanti P75NTR. Uno dei primi passi auspicabili è sicuramente capire 
come varia la mobilità di membrana di P75NTR (qui presentata per il 
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recettore in assenza di stimolazione) in risposta alla somministrazione dei 
diversi ligandi (neurotrofine e pro-neurotrofine) che sono noti legare P75NTR. 
Inoltre, questo lavoro è anche propedeutico per successivi studi di dual-
color SPT: i tag A1 ed S6 possono infatti essere funzionalizzati con  due 
fluorofori differenti, grazie al fatto che la reazione di coniugazione a 
substrati derivati dal CoA è catalizzata, per i due tag, da due enzimi 
differenti. Quindi, usando uno dei due tag per visualizzare P75NTR, l’altro per 
marcare uno o più dei suoi interattori recettoriali di membrana (la serie di 
recettori Trk, sortilina, etc.), sarà possibile ricavare informazioni sulla loro 
dinamica di interazione. L’analisi potrà anche essere approfondita 
sfruttando una strumentazione che permetta di compiere studi a singola 
molecola in 3D. È chiaro che una porzione di membrana (come quella 
basale presa in esame in questo lavoro) può offrire moltissime informazioni 
sulla diffusività di un recettore, ma al fine di investigarne la mobilità in 
maniera più completa è auspicabile uno studio in tre dimensioni in modo da 
seguire processi di internalizzazione di recettori o di complessi recettoriali 
indotti da fenomeni di signalling o di recycling. Infine, un'ulteriore sviluppo 
sarà lo studio a singola molecola non solo della proteina full-length, ma 
anche delle sue possibili isoforme e/o forme mutate riscontrate in 
letteratura, con lo scopo di chiarire quali domini o porzioni della proteina 
siano responsabili dei diversi tipi di dinamica di P75NTR, e quindi di collegare 
questi alle sue diverse funzioni. 
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ACRONIMI 
NGF, Nerve Growth Factor 
BDNF, Brain-Derived Neurotrophic Factor 
NT, Neurotrofina/e 
NT-3, Neurotrophin-3 
NT-4, Neurotrophin-4 
Trk (A, B, C), Tropomyosin Receptor Kinase (A, B, C) 
P75NTR, P75 Neurotrophin Receptor 
ICD, IntraCellular Domain 
CTF, C-Terminal Fragment 
TNFR, Tumor Necrosis Factor Receptor 
UTR, UnTranslated Region 
CRD, Cysteine-Rich Domain 
JM, Juxtamembranal Domain 
DD, Death Domain 
CD, Chopper Domain 
TRAF, TNFR associated factors 
GIRK, G-protein-coupled inwardly rectifying potassium 
Ptdins(4,5)P2, Phosphoinositide phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
JNK3, c-Jun N-terminal kinases-3 
NF-κB, Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
Sc-1, Schwann Cell Factor-1 
Bex1, Brain expressed X-linked 1 
PPT, Phosphopantheteinyltransferases 
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Qdot, Quantum Dot 
TRE, Tetracycline Response Elements 
LTR, Long Terminal Repeats 
TIRF(M), Total Internal Reflection Fluorescence (Microscopy) 
MSD, Mean Square Displacement 
eGFP, enhanced Green Fluorescent Protein 
mSEAP, Murine Secreted Alcaline Phosphatase 
HEK 293T/17, Human Embryonic Kidney T/17 
PC12, Pheochromocytoma cells 
DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
FBS, Fetal Bovine Serum 
RPMI, Roswell Park Memorial Insitute Medium 
PBS, Phosphate Buffered Saline 
RPM, Revolutions Per Minute 
RT, Room Temperature 
RFPlam, Red Fluorescent Protein – laminina 
GFPfar, Green Fluorescent Protein – farnesile 
PFA, Paraformaldeide 
BSA, Bovine Serum Albumin 
RP, anti-P75NTR Rabbit Polyclonal IgG 
MM, anti-P75NTR Mouse Monoclonal IgG 
DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole 
ON, Over Night 
OM, Over Morning 
WB, Western Blot 
TBST, Tris-Buffered Saline/Tween-20 
ABE, Acyl Biotynil Exchange 
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NEM, N-Ethylmaleimide 
HA, Hydroxylamine (Idrossilammina) 
PIs, Protease Inhibitors 
PMSF, Phenylmethanesulfonylfluoride 
CM, precipitazione in Cloroformio-Metanolo 
4SB, 4% SDS Buffer 
2SB, 2% SDS Buffer 
CCD, charge coupled device 
ROI, Region Of Interest 
DIC, Differential Interference Contrast 
IF, Immunofluorescenza 
BF, Bright Field 
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